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序論
コ ン ドロ イ チ ン硫酸(Chondor oitin s ulfate s, ChS)は ､ ヒ アル ロ ン醸 ､ デ
ル マ タ ン硫離 ､ ケラタン硫酸 ､ ヘ パ ラン硫酸 ､ ヘ パリ ンと共に ､ グリ コサミ
ノグリ カン (Glyco s a minoglyc an,GAG, 別称､ 酸性ムコ 多糖頬 Acid nuco
-
polysac charide s) に属する複合多糖頬で ある o
chSは ､ FischerとBoedeker
l)によ っ て ､ 初めて軟静から分離され ､
･
cho ndroitacid
,,
と呼ばれ た が ､ その 後､ 硫髄エ ス テ ルで あること
2)が示
され ､ Schmiedbe rg に よ っ て ､ 軟倍(chondros ギリシ ャ語) から単離され
た硫酸基を含む多胎という 意味で コ ン ドE3イ チン硫酸と命名され た o3)
chSは構造的に は ､ N - アセ チル - D - ガラク トサ ミ ン とD - グJレク ロ ン
髄がβ1 - 3結合した 叫 )二 糖を構成単位とした繰り返し構造を持つ 分子鼻
約10000- 5 0000 の多糖鎖を基本歯格とし ､ こ れ にN
- アセ チル ガラクトサ
ミ ンの C4位またはC 6位 ､ あるい は , それらの双方に硫酸がエ ス テル 結合
した もの で あるが ､ 硫酸基の結合位置の相異や教などによ っ て多くの 異性体
が存在する こ とか ら ､ これ らを明確に区別する こ との出来 如 ヽ場合が多い o
Fig. ト1に コ ン ドロ イ チン4
- 硫顧(Ch4S)tコ ン ドロイ チン 6 一 硫酸
(ch6S)の 構造ワ)を示す ｡
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chS は､ 生体内で はガラク卜 - ス 2分子及び キシ 口 - ス 1分子の 橋渡し構
追([jnkage r e agio n, bridge str u ctur e) を介 してセ リ ン残基 に結合して
タ ンパク質と複合体(プ ロ テ オグリ力 ン, Prote og[yca n,PG ) を形成B)し ､
結合組織の主要構成成分と して ､ コ ラ ー ゲ ン ､ エ ラス チ ン ､ ヒ ア ル ロ ン酸な
ど と共に細胞外マ トリ ッ ク ス (extrac ellula rmatrix) の 構成に関与して お
り ､ 現在で は ､ 軟骨を紘 じめとして ､ 曽､ 角膜 ､ 浄帯 ､ 皮膚 ､ 楳 ､ 血液 ､ 各
種臓器に存在するq) こ とが知られて い る o
生体内におけるChS の機能と してDo rfman 柑) は ､ 細胞外液の水 ､ 電解質の
コ ント ロ ー ル ､ 石灰化 ､ 線維化 ､ 創傷治療 ､ 肉芽形成などを掲げて い る が ､
ま だ充分に は明らか に な っ て はい ない ｡
ま た ､ ChSと疾病 との 関連につ い て も老イヒ､ 動脈硬化 ､ 関節リ ウ マ チ ､ 臓
器線維化( 肝硬変､ 肺線維化など)や ある い は 筋肉 ､ 神梓橋な どが言われ て
いる oll) 更に ､ 癌や炎症の際に もChS の増加する ことが知られ て いる12･13)
が ､ この増加がChS の合成系よりは分解系に異常がある と見られ ながら ､ そ
の詳細は不明で ある ol＋)
ChS の生合成は ､ 小胞体に付着したリボソ ー ム上で 合成されたタ ンパク質
を受容体と して ､ 小胞体内腔を通っ て ゴ ル ジ装置 に移動する 間に ､ まず ､ 橋
渡し構造が形成さ れ ､ 次に , ChS の操り返 し二糖単位から成る基本慣格部分
が糖鎖の非還元末端方向に伸長 し ､ 同時に ､ ス ル ホ トランス フ = ラ ー ゼ によ
る硫酸化が起こ り ､ 最終産物が生成する oば) しか し ､ ChS 鎖の終結(te r mト
n atio n) 堵構はまだよくわ か っ て い ない B'B)
一 方､ ChS の生体内で の分解は ､ 結合し て いる タ ンパ ク質のプ ロ テ ア ー ゼ
による 分解が先行し ､ 次いで ､ 糖鏡の低分子化七脱硫敢が起こ る と見 られて
い る ｡ しか し ､ 尿 中に排放され たChSは ､ ペ プチ ドに結合 した もの と しない
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屯の ､ 不揃いな分子サ イ ズ ､ また ､ 多感な脱硫醸牝など ､ 棲めて不均 一 に分
散してい る ｡ 従 っ て ､ ChS の分解機構抜極めて複雑で 凝ることが予想され て
おり ､
Iヰ) 組織 - 血液 - 尿を結んだChSの 代謝運命抜 いまだ多くの仮定的要素
を含んで い るのが窯状で 凝る o 叩)
以上の よう に ､ 生体内に 捌ブるChS の生理的役割や存在状感には不明な点
が多い (, それ 拭 ､ ChS が硫酸基の結合位置や数､ 分子重などの点で 不均 一 な
構造をして いる上 に ､ 尿や血液中に微塵に存在するChS の高感度な分析が困
難で あ っ たこ とに起因して い る o
ChS の構造の 差巽はそれ らの 屯つ 生理併用 ､ 機能に反映すると考えられる
が ､ こ れらの 持つ 生理機能を明らかにする に 紘 ､ これ らChS の正確な同定 ､
定嶺が必要で ある o
試料申に含ま れるChS の分画法は ､ 例えば ､ アル コ - )L'分画法 ､柑) 第四級
ア ン モ ニ ウム塩で あるセチル ビリジ ニ ウムク口 ライ ド(CPC) ､ またはセチル
トリメチル アンモ こ ウムブ ロ マ イ ド(CTAB)と特異的に複合体をつ くるこ とを
利用する方法I勺)などが報告され て いる ｡ 20)
しかL, ､ 高分子で あるChS は､ そ の構造が互い に類似してい る ために ､ 例
えば ､ Ch4SとCh6S とをきれ い に分画する こと比難しく ､ 今まで の分析法は多
重の 試料を要 する ､ 分析に 長崎閑を要する などの 問題点がある ｡
こ れまで ､ GAG の諦観電気泳動が種々試みられたが ､ テ ー リ ングがひ どく
適当と は言えなか っ た o しか し ､ セ ル ロ ー ス ア セテ ー ト膜を用い る と1LLg
以下の少愚で 分離する こ とが明らか となり ､ 同定の み ならず ､ 定量にも利用
され る よう にな っ た o2I)
一 方､ ChSを構成してい る アミ ノ糖は D - ガラク 卜サ ミ ン ､ ウ ロ ン酸 はD
- グル ク ロ ン鞍で あり ､ こ れ に硫酸塞が結合 して い る o 従 っ て ､ 化学分析に
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よ っ て構成成分の 組成と種類を知る こ とに より ､ ChS の同定 と定塵を行う こ
とができる o Table i-1 にその分析法を示 す o
Tab le 1 - 1 An aly七ic al Met hods fo r D 色te r min a七io n of
C ho ndr oi. 七土n Sulfa七e s
Met hod
ur o n土c a ci d(G lu c u r o n土c a ci d) Spe c七r opho七o m e七r土c method
(ca rba 2:Ole m et hod) n ,2 3)
He x o s a min e (Gala cto s a min e) Spe ctrophoto m etric m et hod
(E Is o n- Mo rga n method) 241)
T L C 溶)
H P LC 26'
エ7)
■ 一
- t
■
▲■ - 1
- q = ■ - - I
-
t
■
■ - -
■
■
t
■
-
■■ 一･- 一 11 1 一 - A - I - - - ■ ■ ■ - ■■ ■ ■ ● ■ ●I ■ 一 t - - - - - ●■- ● 一 ■ 一 - 1 ～ ■- - 一ー ーー - - - - ■- - I - - - d d - - ● -- - - 一 - - - - 一- → - 1 q E- 1q 一- - I - ■■ ■ ● ●一 - ● ▲ ■ ■ ■ ■ - q 一 ■■ 一
Sulfate io n Spe ctr ophoto m etric m etho d
(R hod i2:O nic a cid m et hod) 29)
● - 1 r ■一 1 t ■ 一 ■■ 1 I A - 一
･
■ ■ く 一 ■ 一 d ■ 1 - ■ ■■ ● J I - ● ● ■■ t 一 - I - - ● - ■■ ■ ● ■ 一 ■■ ● ■ - - - - - ■一 - I - 1 b ■■ 一 一 - - - → - - 一- - - - - 一 ■ - ･I I 一- - NI - - - 一- 一 - - ● - ■- - ● - 一 - - - I - ●-
- - 一 - - - 一 一 一■ ● - ●■ - ■ ■■ ■● ■ - ■ ● - J q
Un s atu r ated dis a c charide Spe ctr ophoto m etric m ethod 別
-31)
E le ctr opho r e sis 32)
pape r chr o m atog
･r aphy
33)
T L C 34
･
- 3q)
E P LC (U V dete ctio n) 40 -49)
ChS はイヒ学的 に類似の 構造を持つ 残碁の 繰り返し構造か ら成る た め ､ 特異
的反応による糖鎖の選択的開裂方法がなく ､ ま た ､ 特異性の 高い エ ン ド型酵
素にも欠けて い たため ､ その 構造研究は定性的なもの に とどま っ て い た ｡ し
か し ､ ChS分解酵素の 発見 とその応用 により ､ より特異 的で 定皐的な研究方
法が検討さ れて きた (Table ト1 ) ｡ そ れ に伴い ､ ChS の構造は従来考えら
れ て いた ような単純な繰り返 し構造ば か りで なく ､ 更 に複雑なもので ある こ
とがわ か っ てき た ｡ 即ち ､ ChSで は ､ それ ぞれ の基本糖鎖の ほ か に他の 基本
糖鎖がい くらかず つ 混ざりあ っ た ､ いわ ゆるhybrid構造 (混成範) か ら成る
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こ とが明らか とな っ た o こ の よう に ､
.
ChS 紘蝉純怨繰り返し構造を持つ 屯の
か ら ､ 凌雑なhybrid構造を屯つ ものまで 存在する ことがわか っ た o 従っ て ､
現在のChS の構造研究として は ､ - 一 方で 紘 ､ より均 一 な多抵鎖を得る ための
分離精勤法の 確立が ､ 他方hybrid構造を もつ もので は ､ 少塵成分の正確な定
尋を行い ､ その分布を分子解剖的に とらえる とともに ､ 糖鎖とタンパ ク質と
の 結合部分 ､ 橋渡し構造の糖鎖及び固有の多胎鎖まで ､ より詳細な 一 一 次構造
の 解明が必要となっ て きた o 如)
近年 ､ 高速液体クEjマ トグラフ イ ･ - 川PLC)の 進歩に伴い ､ ChS を コ ンドロ
イ チナ - ゼ^BCにより酵素分解して生成する不飽和二胎を紫外検出‖PLCで分
析する方法が報告されて い る o 恥
41) しか し ､ こめ方法はChS の構造解析に有
用で ある もの の ､ 生体試料へ の応摺で は煩雑な前処理が必要な上に感度も十
分と抜言えない ｡
そこで ､ ChS の生体内にお ける生理的役割を解明することを目的として ､
ChSの 簡便 ､ 迅速かつ 高感度な分析法を検討し ､ ヒ ト尿中C hSの定轟､ 更に
家兎を用 い てその 血液中 ､ 特に ､ 血祭 ､ 白血球 ､ 血小板申のChS の分析に応
用 した ｡ ま た ､ ChS の生体内分布に つ い ても検討する と共に ､ 特に血猟申
ChS に着目 し ､ その存在状慾 ､ 疾病による変動などへ の応用の ための基礎研
究を試みた ｡
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第1車 分析法の 換討
chSを相互 に識別して 分析する方法 は ､ 前述の よう に様々な原理 に基づい
た方法が報告され て い るが ､ ChS は互 い にそ の構造が似て い るた めに ､ 試料
申の構造解析を定轟的に行う こ とは難 しか っ た D
Dodgson ら 引,S2)8が roteus V ulgarisがChS の分解酵素で ある コ ンドロイ チ
チ - ゼを多重に 持っ てい る こ とを発見し ､ その 後 ､ 鈴木はP. vuJgaris の粗
製コ ンドロ イ チナ - ゼを用いてChS を分解 して生成物が△
- 4 , 5 不飽和ダ
ル ク ロ ニ ドを持?不飽和二 観で ある こ とを明らか に した o
S3)
更に ､ 山形ら は ､ コ ン ドロ イ チナ - tf を精製し ､ コ ンド ロイ チナ - ゼ^BC
(EC4.2. 2. 4) と呼ん だ o 州
こ の コ ンド臼 イチナ - ゼ ABCはGAGの中で も ヒ アJL,ロ ン髄 ､ ChS ､ デル マ
タ ン硫髄を基質と して脱穀反応により ､ 定壷的に不飽和二胎を生成する が ､
ヘ パ リン ､ へ/てラン硫顧は分解しない oSぎ)
ま た ､ 桧山6Sも)は ､ 1975年 にArthr oba cter a u r esc e n sか ら ヒ ア)Lロ ン醸 と
ChS に作用して不飽和二 糖を生成する コ ン ドロ イ チナ - ゼACⅡ(EC
4.2. 2.5)%* #L}T= o
こ のよう に ､ コ ン ドロ イ チナ ー ゼABCとコ ン ドロ イ チナ ー ゼACI とで は ､
デル マ タン硫酸を基質とする か否か の 点で 異なる ｡
コ ンドロ イ チナ - ゼABCは コ ン ドロ イチナ - ゼACI に比べ て安価で あり ､
尿や血液の よう にデル マ タン硫顧が極めて微量 に しか 存在 しないSS
- Gユ)試料
中のChSの分析に は有用で ある o しか し ､ 皮膚などのよう にデル マ タ ン硫酸
を多量に含むi3)試料中のChSを分析し たり ､ ある い は デル マ タ ン硫酸その も
の を定量 する 目的の 場合に は コ ン ドロ イ チナ - ゼABCと コ ン ドロ イ チナ - ゼ
ー6-
ACI[の両方を用い るこ とが必要で あ率o
chSをコ ンドロ イ チナ - ゼABC で酵素分解して 生成する不飽和二糖をFig.
1-2 に示す o 従っ て ､ こ の コ ン ドロ イ チナ - ゼABCの性質から明らかのよう
に ､ 酵素の特異性を用い る ことに より ､ ChS及びデル マ タ ン硫酸の新しい微
塵定遵法が可能となっ た o
山形らは不飽和二 糖硫酸エ ステ ル (△DトOS, △Dト4S, △Dト6S)をペ ー パ -
･ ク ロ マ トグラ フ ィ ー で 分離する方法を報告して い る o S
き) この 方法は ､ 不
飽和二 糖がぺ - パ - ｡ ク ロ マ トグラフ ィ - でそ
l れぞれ異なるR f憤を持つ こ
とと232nmの紫外部に極大吸収の あるこ とを利周 したもので ある が ､ 脱塩操
作も含めた展開所要 剛詞が36時間と良い などの欠点もある o
その た め ､ ぺ - パ - ･ ク ロ マ トグラフ ィ ー に 比べ て ､ 添加試料の轟 ､ 展開
時間 ､ 再現性 ､ 発色操作などの面で利点の ある蒋暦クロ マ トグラフ ィ ー ･
(TLC) が用い られるよう にな っ た o
従来のTLC による 不飽和二 糖の分離で 嫁セル ロ ー ス を屈著した帝層プ レ -
卜を用い ､ ペ ー パ ー ･ ク ロ マ トグラフ ィ ー と同 じ溶媒系で 展開した のち ､ 紫
外吸収に より検出 して い る o3年
一 弘 ,的) また ､ 最近で はShimada ら 叫こより ､
シリ カゲル薄暦プ レ - 卜を用い た不飽和二 胎の 分離が報告されて いる o
T LCはぺ - パ - ･ ク ロ マ トグラフ ィ ー ー に比べて ､ 展開暗闇が1/3 に短縮さ
れ ､ ま た ､ 微塵化が可能とな っ た こ と から , 展開槽ひ とつ で 手軽に実験で き
る という長所を利用 して ､ 今後も簡易分析法と して繁用され る もの と思わ れ
る o 結)
-
･ 方 ､ 近年の‖PLC の進歩に より ､ ChS の酵素分解物の‖PLC による分離定垂
法が報告され てい る o ヰ … 1) その多く は酵素分解で 生成する不飽和二糖を分
離 し ､ 紫外吸収で 検出定慶する もので ､ 試料暴 は従来の ぺ - パ ー ･ ク ロ マ 卜
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'
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ムDJ
'
J4S Cho ndro △Dz
'
4S
2･a c e ta n lf
'
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グラフ イ ･ - の1/10
ノ､ ノ1/100盛で 済むように なっ た ｡
しか し ､ 前述のよう に ､ 生体試料へ の 応用で は燐終な前処理がJEl要な上に
感度屯十分と は言え 如 ヽ o
尿や血液などの生体試料申のChS を分析する に 臥 まず ､ 生体試料申から
GAGを分離し ､ 次に ､ こ のGAG申のChSをコ ン ドロ イ チナ
- ゼABCあ 即 ､は
コ ンドロ イ チナ - ゼACIで酵素分解して 不飽和二 触を生成したのち ､ こ の不
飽和二 糖をHPLCで分離 ､ 定轟する o
Fig. ト3 に は､ 本研究に おける生体試料申のChS の分析の手職を示す o
以下 ､ 本革で は ､ は じめ に ､ 蛍光プ レカラム[
･JPLC法を 剛 ヽたChS 由来不飽
和二糖の分析法(Fig･ ト3, 班 , IV) につ い て述べ ､ 次いで ､ 生体試料か ら
のGAG の分離(Fig. ト3, I) ､ ChS からの不飽和二胎の生成(Fig･ i
-3,
Ⅰ) の願で 述べ る ｡
Biolog1(: a1
●
エエ
エエ工
エⅤ
s ubsta nc e s(Urin e, B lood, Tis s u e etc .)
Is olatio n of glyc o samin oglyca n s(G A G) fr o mbiologic al
s ubsta n c e s
pr odu ctio n of u ns atu r ated dis a c cha ride s
s ulfate s (Cわs) wit h cho ndroitin a s eAB C
from cho ndr oitin
F lu o r o m etric de riv at i2: at io n of un s atu r ate d dis a cha ride s
Dete rm in at io n of deriv at iv e s
de七e c七土o n
by H P L Cwit h f lu o r om etric
Fig･ i - 3 Pr o c edu r e of An alysis in Bio
logi c al Substa n c e sfo r
c hondr oitin Sul fate s
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1 ｡ 1 蛍光プ レカ ラ ムHPLC法によるChS由来不飽和二胎の定療法
従来の紫外検出rJPLC法は感度も不十分な上に煩雑な前処理 が必要で ある o
最近､ 更 に高感度化を目的として ､ 2 - アミ ノ ビリ ジン による 胎の 還元末
端の ビリ ジル ア ミノ化法もS
- 72) を利用 して ､ 不飽和二 糖をどリ ジ)L'アミノ 化
し ､ HPLC で分離 ､ 蛍光検出する方法が報告され た oワ3)しかし ､ この 方法は高
感度で ある もの の誘導体化に かなりの 時間を要 し ､ ま た ､ そ の操作屯煩雑で
ある o 当研究室で は ､ これま で ､ 蛍光プ レカラム‖PLC法によ るアミ ノ糖27)及
び中性糖糊 の分析法を検討して きた o
そこで ､ 本研究で も ､ 装置的に簡便な蛍光プ レカラム11PLC法を用い たChS
由来不飽和二糖の分析法を検討した o
不飽和二 糖を蛍光誘導体化する に は不飽和二 糖の 力)i/ボキシル容顔るい は
還元末端の アル デヒ ド基 に対して蛍光ラベル 化を行う ことが考えられ る o
カル ポキシル 基に対 して は9-AnthryJdiazo m etha n e(ADAM)ワS･ワも) を 馴 ､る
方法などが考えられ る が ､ この場合に はT LCで はn o n- s ulfated の不飽和二糖
(△D トOS) とm ono- s uJfated の不飽和二 糖 (△D ト4S,△D ト6S) とを分離
する こ とがで きるが ､ rfPLCで は アミノ シ リ カ系やODS- シ リ カ系樹脂を 剛 ､た
場合に は ､ 誘導体が カラム内に吸着して溶出する こ とがで きなか っ た 0
そこで ､ 本研究で は ､ 不飽和二 糖の還元末端の ア ルデ ヒ ド基 に対する 発蛍
光試薬と して ダン シル ヒ ドラジン [トn aphthaJe n e s uJpho nyト5-(dim ethyト
a mino)hydrazide]叩
一 叫 を用 いたChS 由来不飽和二 糖の分析法を検討した o92)
反応原理をFig. ト4に示す ｡
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De riv ati2:atio n of G lyc o s amin oglyc a n s
1 ｡ 1 ｡ 1 ダンシル ヒ ドラジンによる不飽和二 糖の蛍光誘導体北条件の
検討
辻らは ダンシ ル ヒ ドラジ ンを用いた中性助伽)､ ウ ロ ン酸
81)のHPLC による分
析法を報告してい る ｡ そ こで ､ それ らの報告を屯 とに して ､ ダンシ ル ヒ ドラ
ジン による 不飽和二醜の 蛍光誘導体化条件を検討した ｡
a . 反応温度
不飽和二 糖をダンシ ル ヒ ドラジン誘導体とする た めの最適条件につ い て検
討 した o 反応時間を150分 と した 時の ダン シル ヒ ドラ ジン による △Di
-OS,
-1 ト
△Di-4S, △D ト6S の誘導体化における反応湿度を検討した(Fig. ト5)o 不飽
和二 糖の ピ - ク高さは40
oC で最大 となり ､ 更に ､ 温度を上げる車減少 した o
1 00
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■ ､
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PJ 2 0 メ
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＼
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珍
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Re a c七土o n te mpe r atu re (O c)
F ig . i
- 5 E f fe ct of Re a ct io n Te mpe r a t u r e o n
De riv ati2:at io n of ムDi- O S (㊨) . ^ D i- 4 S (A ) and
A Di- 6 S(困 ) w i t h Da n syl hydrazin e . Re a ct ion
te mpe r atu r e w a s e x a min ed for 1 5 0m土n .
b
. 反応時間
反応温度を40
o
Cと した時の ダンシ ル ヒ ドラ ジ ンによ る △D トOS, △D ト4S,
△Di-6S の誘導体化におl-jる反応時間を検討 した(Fig. ト6)o 不飽和二 糖の
ピ ー ク高さは ､ 時間の 経過 につ れて 上昇 し ､ 150分で最大とな っ た ｡
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c . 確立され た誘導体化条件
以上の結果から確立さ れた誘導体化条件をFig. ト7 に示す ｡ また ､ 生成 し
た蛍光誘導体は ､ 軍温で 少なくと屯3時間紘安定で あっ た ｡
Sam ple s olut io n (10 p1)
o .7 5 %(w/v) T e aih et ha n o1 (2 0p1)
i . 0 % (w/v) Dan syl hydr azin e in et ha n o1 (2 0p1)
in ctlba te at 4 0c C fo r 1 5 0min
c o ol to roo m te mpe ra tu r e
Sample fo r H P L C
Fig ･ i
- 7 Pr o c edu r e for Da n syl hydr azine De riv at iz at io n
of Un s atu r ate d d is a c cha ride s
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1 ｡ 1 ｡ 2 =PLC条件の 検討
a
. カラム用充填剤の選択
カ ラム用充填剤と してODS- シ リ カ系樹脂TSK gel LS-120 Aと アミ ノ シ リ カ
系樹脂TSKge = H260 につ い て検討 した ｡ 溶離液や分軌条件を検討 した結党
TSKgel LS- 120 A で は､ 不飽和二糖を相互に分離することがで きなか っ た o
一 方 ､ TS托geI 柑帖60で は ､ 不飽和二 騎相互の 分離が可能と なっ た o そ こで
[1PLC カラムとしてTSKgel N‖之60を用いる こ と と した o
b . 宿敵液の選択
溶離条件を検討 した結党 ､ 辻らがウロ ン酸を分離し が1)の と同様に ､ 溶鯉
液に アセ トニ トリ ル ー 0.1 M酢酸緩衝液(p‖ 5.6)(90: 20) を用い る こ とに
より ､ 各不飽和二 胎を相互分離する こ とがで きた o
c . 妨害物質
Tab le i- 2 Rete ntio n Tim e s of Fo r e ign Substa n c e s
suga r Reten tio n tim e(min) sugar Reteh tio n tirn e(min)
G lu co se 5 . 5 G lu cu r o nic a cid 7 . 4
Gala cto s e 5 . 5 Gala ctu r o nic a cid 12 . 5
Man no s e 5. 5 G lu c u r o n ola cto n e 7 .4
Fru cto s e 5. 5 N
- Ac etyl glu c o samine 4 ･ 2
Ar abin o se 5 . 5 N - Ac etyl gala cto s amin e 4 . 2
R ha mn o s占 5 ｡ 5 ceL lob io se 5. 5
Xylos e -5･ 5 Mal to s e 5 . 5
La cto s e 5 . 5
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不飽和二糖以外にダン シル ヒ ドラジンと反応す る中性胎､ ウ ロ ン離､ アミ
ノ胎が ､ 不飽和ニ胎の 分離を妨害するかどう か検討した o その結果 ､ †able
i-2 に示したように ､ いず れ屯妨害となら 如 ヽこ とがわか っ た o
d
. 確立さ れたrlPl.C条件
以上の検討結党より ､ 確立されたHPLC条件及び不飽和ニ胎標準品の ク ロマ
卜グラムをFig. ト8 に示す o また ､ 各不飽和二 触の 保持時間をTable ト3 に
示す ｡
Tab le ト 3 Rete ntio n Tim es of Da n syl hydra2:in e Deriv a七iv e s of
un s atu r ated Dis a c c:ha ride s
co mpo u nd Rete ntio n tim e (汎in) co mpo u nd Retentio n tirne(min)
^ D ト HA 14 . 0 & Di
- U A 2 S 2 5｡ 6
^Dト O S 17 . 0 JDト diSB
7 9･ 6
ADi- 4 S 3 2. 0 ^D ト diSD
5 4｡ 0
A Dト 6 S 2B｡ 4 A Di
- d iS
E
8 7｡ 0
本HPLC法に おける検垂線は ､ 試料注入轟10pl で ､ △DトOSが0･ 8 脚
- 4
mM, △D ト4S及び△Dト6Sが2.8 岬 - 4 mM で直線牲を示し ､ 検出限 剛S/”
-
2)は 2 - 7 pmol で あ つ た o
ま た ､ △DトOS, △Dト4S,△Dト6SのCV値(∩ -5)は ､ それぞれ ､ 2･ 0, 2･5,
4. 2 % と良好な結果が得られ た o
1 ･ 1 ｡ 3 考察
本=PLC法 は ､ 簡便かつ 迅速で あり ､ 信頼性の 高い分析法で ある o 従来の紫
-15-
>ヽ
J -
t′l
⊂:
也.I
イー J
⊂
也)
U
⊂
dJ
リ
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q)
+
(⊃
コ
～
LL
ヰ +
U
(U
⊂
I- - ･叫
0 20 LfO 60 80
Rete ntio ntim e(min)
F ig. ト 8 C hr o m atogr a m of Dan syl hydr a 2:in e De riv ativ e s
of Un s atur ated d is ac chari des
i
,
d D i- O S,I 2 , A Di- 6 S,･ 3 , d D j∴ 4 S,･
4′ d D ト d 土S
D
; 5 ′ A Dエ ー d 土S
E
Co nd 土t エo n s
Colu m n: T S Kgel N H2
- 6 0(4 ｡ 6 m n i･ d ･ x 2 5 0rtm l)
Mob i le pha s e : a c eto ni tri le
- 0 . i ” a c etate
buf fe r (pⅠi 5. 6) (9 0;2 0′ Ⅴ/v)
F low rate: 1 . 0 ml/mュn
Dete cto r = Sh im ad2:u F L O- i flu orom etric
de te cto r (Cut f i l te r E M- 5)
Sa m ple si2:e : 1 0Ill
Sa mple: 0 . 2 n mol e ach of un sa tu ユ: ated
dis accha ri de s
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外検出‖PLC で分析する方法と比べ て10- 20倍以上高感度で選択性に優れてい
る た め ､ 煩雑な前処理なく生体内 に徽療で 存在するChS の分析が可能とな っ
T= o
そ こで ､ 不飽和二 触分析には‖PLCのほ か簡便な検出手段と してTLC が有用
で あることから ､ シリカゲル 薄儀プ レ - 卜を用いたTLC により不飽和二糖の
ダンシ ル ヒ ドラジン誘導体を分離し ､ 高感度に検出する方法を検討した o
39)
種々 の 展開溶媒を検討した結党 ､ n-propa noトisopropa noトn- buta noト
wate r(30: 45: 5 : 20, v/v) co ntaining 0.Oh ” sodium ch(oride and
o. ol ”a m m oniaでChS 由来の すぺ ての 不飽和二胎を分離する ことがで きた (
Table 1-4)o 本TLC で は 肉眼で90pm of まで 検出可能で あっ た o
Tab le i - 4 R f Valu e s of Da n sylhydr a 2:in 卓 De riv ativ e s of Un s atu r ated
D is a c cha ride s
un s atu r ated dis a c cha ride R f v alu e Un s atu r ated dis a c cha ride Rf v alu e
d Di - O S O . 7 2 d Di- diS
D
O ･ 5 2
d Dト 4 S b.5 6 B D ト diS
E･ 0 ･ 4 1
A Di- 6 S O . 61 d Di - triS O . 3 0
d Di- U A 2 S O . 6 6 & Di- H A O . 7 5
J5 Di- diS
B
O ･ 4 7
T L Cc on ditio n s
Plate : Silicage1 6 0
De v elo pi ng S Olv e nt: n
- Pr opa n oト is opr opa no1
- n - butin ol - w ater
■
(3 0:4 5:5:2 0, v/v) c o ntaining 0 . 04 M NaCl
a nd 0. O I ” a m m onia
更に ､ 家兎尿1. 8 nI及び血痕100yは りGAGを分離､ 精製し ､ コ ンド ロ イ
チナ ー ゼABCにより酵素分解 して生成した不飽和二 糖を蛍光誘導体化 した の
ち ､ 5〃修 ス ポ ッ ト して 展開 した . その結果をFig･ ト9 に示す o
-1 ト
⊂ ⊃
⊂⊃
JDi- O S･一
dDi- 6 S‾ o
dDi - 4 S
‾ ケ
⊂) ⊂⊃
⊂⊃ ⊂⊃
⊂⊃ ⊂⊃
⊂⊃
⊂⊃
(= ⊃ (= ⊃
⊂⊃ ロ
⊂⊃ ⊂⊃ ⊂⊃
Fig. i - 9 C hr o Tn atOgr a m Of Da n syl hydr a 2:in e De riv a七iv e s of
un s atu r ated Dis a c cha ride s Produ c ed fr o m Rab bit
P la s m a a n
-
Urin a ry C ho ndr oitin Sul fa te s
1 , B la nk,I 2, M ixtu r e of ^Di- OS , ^ Di - 4 S a nd
^Di- 6 S,A 3, P la s m aC h S,A 4 , Urin a ry C hS
Co ndit lo n 5
P late : Sil ic age1 6 0
De v elopl ng S OIv e nt= n
- Propa n o1 - is opr opa n o1 -
n - buta n o1 - w ate r (3 0･. 4 5:5=2 0, v ./v) c o ntaining
O . O 4 MNaC l a nd 0. O I ”a m m o nia
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家兎尿中ChS由来不飽和二 糖と して串Dト4S及び A Di- 6Sが ､ また 血頒申
で は △D トOS 及びAD ト4Sが検出され ､ 生体内に微塵に存在するChS の分析
に本TLCが応悶可能で あるこ とが示唆された o
こ のよう に ､ TLC の場合屯従来の紫外検出や比色検出に比べ て10倍以上高
感度と なり ､ 過硫教化不飽和二 物を含むすべ て のChS 由来不飽和ニ胎の分離
検出を可能に した ｡
不飽和二糖とダンシル ヒ ドラジンとの反応に より ､ 蛍光誘導体が定轟的に
生成するこ とから ､ 不飽和ニ 糖は脱硫蔽牝などの分解を起こしてい ない こと
が考 えられ た o
各不飽和ニ 糖の蛍光強度はADトOSのように硫酸甚の ない(non- Sulfated)
不飽和二胎が - 一 番高く ､ m on o- su]fated (△Dト4S, A Dト6S, △D トuA2S) ,
d トsulfated (△DトdiSD, △D トdJ
.
SB, △Dト diS芭) の脹で 減少した o
この こ とは ､ 各不飽和二 恕の還元東端の アル デヒ ド基とダンシル ヒ ドラジ
ンとの 反応におい て ､ 還元末端胎に結合して いる硫薮塞が ､ ヒ ドラゾン形成
に彩管を及ぼ して い るか ､ あるい は ､ ヒ ドラゾン形成後の蛍光の発現に関与
して い る こ とを示唆 して い る ものと思わ れる ｡
また ､ 不飽和二 糖の ダ ンシ)Lf ヒ ドラジン誘樽体の11PLCで の ア ミノ シリ カ系
樹脂による分離やTLC で のシリカ ゲル 湾屈プ レ - - 卜に よる分離で も ､ non-
s ulfated. mono - sulfated, dトsulrated, trトs ulfatedの騎で 溶出ある い は
a
-
いRf値を とる こ とか ら ､ 分離には ､ ダ ンシ ル ヒ ドラジン のナフタ レン環
以外に各不飽和二糖の硫酸基の結合位置や数が大きく影曹を及ぼ してい る と
思わ れ る o
D トs ulfated
,
trトs ulfated の不飽和二 胎の 蛍光強度はno n- s u[fatedや
m o no
-
s uLfated の不飽和二糖 より も低く ､ ま た ､ 分軌 にも時間がか かる o
-19-
そ こで ､ コ ン ドロ - 4 - スル フ ァ タ
- ゼ(EC3･ 1･ 6･ 9)tコ ン ドロ -･6 - .1 ス
ル フ ァ タ - ゼ(EC3. 1. 6.10) の 基質特異性53)を利用し ､ Fig. ト10に示した
原理 に基づい てdトsuJfated やtrトsulfated の不飽和二 糖をm on o
- SU[fated
の 不飽和二 糖とする方法を検討した結果 ､ 定暴的にmO nO- Suffated の 不飽和
二 糖を生成する ことがわ か っ た ｡
従 っ て ､ この 方法はChS 糖鎖申に存在する過硫酸化された抵の硫酸基を同
定する手段 として も用い る ことが可能で ある と思わ れ る o
dD i- d i S
B
d D ト diS
D
A D i- diS
E
A D i- tri S
F ig. i
- 1 0
C hondr o- 4 - s ul fa七a s e
Chondro - 6 - s ulfatase
C ho ndr o- 6 - s ul fata se
∈芯 蔽 J9 Di
- diS
B C ho ndr o- 4 - s u1
A Di- U A 2 S
d Di- U A 2 S
A Di - 4 S
ADi- uA 2S
En 2:yrn at ic Pr oduct io n of Mo n o- su l fated Unsatu r ated
Dis a c cha ri de s fr o m Di - o r Tri- s ul fated ロn s aturated
D is ac cha r⊥de s
1 ･ 2 生体試料か らのGAGの分離
尿や血液などの体液あるい は範拭か らGAGを単離する 方法は ､ 体液や観桜
中に含有されるGAG の種類と含量により異なるが ､ GAGだけを完全に抽出し
て ､ で きる だ け分解させ る こと なく共存する他の生体成分を除去する こ とで
ある o GAGは観 桜中で はタ ンパク質と結合 して 存在 して い るB) ので ､ この タ
ン パク質を分解除去 してGAGを分離 ､ 精製する ｡
1 ･ 2 ･ 1 尿
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尿は繊環血液が野糸球体に より諦過草れたもので ある o 腎障害のあるもの
は別として ､ タ ンパク窮の含 劉ま比較的少ない ため ､ その ままG
.
AGをカラム
に吸著させるか ､ あるい 抜CPCなどの第四級ア ンセ ニ ウム塩を加えてGAG-
cpc 複合体などとして沈澱させたの ち精勤する場合が多い o
尿の - 日排発車は ､ 個体差 ､ 日渡 ､ 撃節差に より変動が見られ るため ､ 尿
中の塩瀬厳に も変動がある o
窮四級ア ン モ ニ ウム頗で 尿中GAGを沈澱させる に は塩凝度が問題となり ､
無塩の 状態で はGAG と第四級アンモ ニ ウム塩との結合が十分で はなく ､ 塩瀬
度が高い と解離する ｡
Mur ataらは ､ NaCI瀞度として0.O3 ”- 一1 M の範囲でGÅGの収塵が比較的良
い ことを稚告してい る o約) しかし ､ ケラタン硫酸紘第四級ア ンモ ニ ウム塩と
結合沈澱を起こ し難い ことが報告さ れており ､a4) この場合に は陰イ オン交換
樹肪を用い る などの別の方法が必要で ある ｡
ま た ､ GAGを精勤するに は ､ GAG水溶液に3 - 4倍の ユ タ ノ - )i,(85%ユ
タノ 00 ル水溶液や酢鞍ナトリウムあるい は塩牝ナトリ ウム飽和ユ タノ ー )L,浴
液が用い られ る こ とが多い) を加え ､ 低温に長崎闇放置してGAGを沈澱させ
る ｡
GAG-CPC複合体のう ちGAGのみを分離するに はCPCだけが 工タ ノ - ル に溶
解するこ とを利用する ｡
当研究室で は従来の 方法をもと にFig. ト11 で示 したような前処理法を検
討し てきた ｡ 前処理法Ⅰ , Ⅰ は共に沈澱補集により尿中GAGを分離する 方法
で ある が ､ 操作が多く ､ 処理 に2 - 3日必要で あ る ｡ 前処理法Ⅰは比較的大
壷の尿 を処理する場合や尿中混在物を最大限除去する場合に適して いる が ､
透析により低分子のGAG ば かりで なく ､ 高塩濃度の尿で は比較的分子量 の太
一2ト
Met hod I
Urlm e (1 0 0ml)
dialyz e f わr 12 h at
･
4
o
C
0. 0 3 % C P Cin 3 0 mM NaC l(3 0 m l)
sta nd fo r 1 2 h at 4
o
C
c e ntrifuge at 2 3 0 0Ⅹg for 1 5 min
Me t hod = =
Urin e (p耳 5 , d 蛋1. 0 2 0) (9 . 0 m1)
伝
13 7mM C P C(0､. 6 m1)
nd fo r 4 b at 4o C
trifuge at 2 3 0 0xg fo r 1 5 和in
pr e c lpl七ate
●
w a sh twic e wit h 1. 5 ml of 2. 7 mM C P C
2 . 5 出 NaC1 (i. 0 m1)
c e ntri fuge at 2 30 0 Ⅹg fo r 1 5 和in
85 亀 E t ha n ol (l l. 0 ml)
stan d for 12 h a七 0 0 C
c e ntrifuge at 230 0 xg fo r 1 5 min
Pr e cipitate (Urin a ry G AG).
Fig. i - 1 1 Pr etr e atm e nt of Htl m a nUrin e
きいGAGも除去される15)可能性がある ため ､ 透析に よる損失も大きい と考え
ら れる o 前処理法ⅠはPo uJse nらの 方法8')をもとに して おり ､ 比較的多数の
試料を処理 する 場合に適して い るが ､ 操作が煩雑で 遠心後上清と沈澱を分別
する操作が繰り返され る た め損失も大きい と考え られ る ｡
そこで ､ セ ル ロ - ス カラムによる 簡易前処理 法を用い て選択的に と 卜尿中
GAGを分離する こ と に した o 87)Fig･ ト12 にその操作を示す o 即ち ､ ヒ ト尿
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にCPCを細えて セル 口 - スカラムに通 し ､ GAG-CPC磯合体を吸著させる o そ
して ､ 塩化ナ トリウム飽和エ タ ノ - ル 溶液で セ)i, ∩ - ス に職者した複合体の
うちCPC のみを分離､ 溶出させたの ち ､ 蒸潜水で セ)i, 口 - - ス よりGAGを溶出
して試料とする o
ch4Sを用い た添加回収試験の結果 ､ 前処理法Iの 回収率が79. 0% ､ 前処理
法Ⅰの 回収率が74. 9%と低く ､ バラツキも大きか っ た o セ)i/ ∩ - スカラムに
よ る前処理法の添加回収率紘92.5% と高く ､ バ ラツキ屯小さか っ た o
主Ⅰu m a n u rin e (20 ml)
o. 1% Cetylpyridiniu m chlo ri de
s olutio n (4 m1)
cha rge o nto c:el lulo s e c ol
u m n
(8 m m i.a. x 3 5 m m)
wate r (20 ml)
批 ha n ol saturated with s odiu m ch lo ride
(30 m l)
E tha n ol (2 0 mL)
water (9 m1)
E lu a七e
ト
e v apo rate
wate r (1 5 0pL)
Wa ste
Wa怠te
Wa ste
ur土na ry G A G solu tio n
Fig. ト 12 Pr etr e atmen t Of Htl ma n ロrin e fo r An alysis of
G lyc o sa min oglyc an g
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こ れ は ､ こ の前処理法が従来の 前処理法に比べ て 簡便で ､ 凍件の すべ てを
カラム上で行う た めに損失を最少限に抑える ことがで き ､ 葺引こ､ GAG-CPC複
合体をそのまま セノレ口 - ス カラムに 吸着させ るた めで あると考えられる o
1 ･ 2 ｡ 2 血頒
血中GAG の存在は以前から推測されて い たが ､ 轟的に極めて 僅かで 凝るの
と大壷 の血碑タ ン パク質が共存する ために 分離定奥と構成成分の 質的同定は
非常に難しか っ た ｡
1955年 ､ BadJ
'
n らにより ､ 血頒ま た は血清10mJ を0. 063 M のリ ン醸緩衝
痩(p‖ 5.8)申で 透析 して得られ た " e uglobuh
'
n
” 沈澱申 にウ ロ ン酸と ア ミ ノ
糖をほ ぼ等モル 含むGAGが存在する こ とが明らか にされ ､&&) 以後 ､ 主と し て
この方法やこ の方法の 変法で あるBo[Ⅰetらの方法81)により血中G^Gが分離さ
れ ､ ウロ ン醸垂と して 示され てきた ｡ しか し ､ こ れらの 方法は処理 に数日を
要 し ､ 再現性も悪く ､ 臨床的に応用 し得る方法と は言えない ｡
また ､ CaJatr o ni らは ､ 20ml の血液をEDTA で処理 した後 ､ ECTEOLAセル
ロ ー ス を使用 してNaCfで 溶出する方法を検討した o?0) しかし ､ 試料垂が僅か
で ある場合に は ､ この方法を用い る こ と は難しい もの と考えられる ｡
前述よう に ､ 血浪ある い は血清中からGÅGを分離する に は共存するタ ン パ
ク質からの分離が問題 となる ｡
榎村､ 椋 馴ま0.5 mIの 血清を用 い たGAG の簡易定皐法を報告した ｡ 叩 こ の
方法は除タ ン パ ク操作 に ､ 従来の トリク 口 口 酢酸に代え て ､ 高濃度のNaCl水
溶液中で 酸性条件下煮排する 方法を用い て い る た め再現 性の良い 方法とな っ
て い る ｡
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そ こで ､ この 方法を改良 して ､ 血卿00y幡 馴 ､てFig･ ト13 に示した操
作により血城中GAGを分軌 ､ 精勤することとした o
plas m a (1 0 0pl)
o .o 5机 TriB - 且C 色tat母 buf 伽r (plⅠ 8 .0 )
con taining l亀 prOn色 B 母 (4 Op1)
inc nba t 也 at 4 5oC 空o r 3 hr
ユ2 亀 村aC l(340p1)
o.1 H A?e tiぢ 且Ci d(
60pl)
boi l a t lOO8C 紬 r 5 mまn
cool in w 礼t: 也r
e 恐れt ri fug也 &t 2 30 0光g
l
fo r1 5 min
Stlpe r n a七色nヒ
F
(3 60pい
0･1出 N aOt7(40pl)
co oled Q th& TLO1 温故七心r at 母d wi t h
B Od iu m ac紙 at母 (1 .6 mL)
mix w 也l l
S ta nd fo r1 hr &t 5 oC
c 也 nt ri fuge
de can t t he
c cnt ri ft19亀
0 . O 1 5 亀 C P C
(37サC) (600
a t 2 3 0 xg fo r 15 rBirl
sup紙 n & 七a nt a nd dr ain the
ttlb也 hy in v e r sio n for 5 TTtirl
irk0 .O 3 的 NaC l s olutio n
p1)
mi光 We1 1
Stand ov er nigh 七 的 00C
c 色ntri ftlg偲 in 七h母 COl d a七 23 0 0〉叩 fo r 1 5min
Pr 母Cipitat母
w 尽きh twic 母 Vi 七h 卓t hano1 8&七urat ed with
NaC l
lyoph i l i宅e
GÅG.
Fig. 1 - 1 3 Pr e七r e atrn e nt of Pla s m afo r An alysis of
G lyc:o s a min oglyc a n.s
1 ｡ 2 ･ 3 白血球､ 血小板及び臓器
牒や血壌と同様に白血球 ､ 血小板及び臓器申のGAGを分離､ 精製する には
細胞や組織内でGAGと強固に結合して いる タンパク質の 構造を破壊して抽出
を可能に する ことが前処理 に おい て重要となる ｡
好申球､ 小リンパ球 ､ 血小板は常法に従い ､ Fig･ 1
-14 に示した操作によ
り家兎血液か ら分画 した oq3) 次い で ､ こ れらの両分及び赤血球か らGAG を分
離精製 した (Fig. ト15) o 恥)
ま た ､ 家兎容儀 酢Pか らのGAG の分 臥 精製は小泉 ｡ 中村の方法
15)及び
畑98)の方法を組み合わ せ ､ 更に改良して用いた o そ の操作をFig･ ト16に示
す ｡
-25-
Blo od
c! e rltri ftlge at 4 0 0xq fo r 1 0 min
Supe r n ata nt
c e ntrifuge at 2 2 0 0x甘
for 15 mj.n
Superrl a七a nt
(P las7Tta)
Precipitate
su spend wi t h
buf fe r s olution ☆
(3 m1)
centri fuge at
1 0 0xg fo r 1 0 min
(3 ti7n e5)
Pr ecipi tate
(Lynphocytes)
ce ntri fuge at
2 2 0 0xg fo r 2 0rnin
Supe r n ata nt P r ecipitate
(Pla tele ts)
≡;;き
p三三:;
Wate r (3 m1)
1.8 1 NaC l さ01ut ion (3 m1)
centri fuget at 2 0 0xg fo r
1 0 mま. a
w a sh wi t h5 m a1 1
a m ounts of pla srn a
c e ntri fuge a七 2 5 0x甘
fo r 1 0 min
Supe rnata nt
S叩 er nat ant Pr e cipi tate
(N 的 trOPh i.l ie:
1e uko cyte s)
☆ btlf fe r s olutio n- I - 1 2. 3 m 凹 Tris - H Cl buf fe r (pf( 7.4) c o ntaini叩
0
･ 139 ” NaCl a nd 1･ 5 4rrt也 E D TA- N a2
Fig･ i - 1 4 Sepa r atio n of P latelets r Lyrr.pho cyte s a nd
Ne utr ophilic Le uko cytes fr o m Blo od
Sa TrtPle (t7e ut r oph ilic le uko cytes , Platele ts ,
Lynphocyte s a nd Erythr o cyte s)
Åc eto ne (4 m1)
sta nd fo 王■ 2 hr at r o o m te mpe r ature
he at at 7 0＋C fo r 1 5 nin
0 .5H NaOfl(4 m1)
Sta nd o v e r night at 4
.C
n e utr al iヱe With 3凶 日CI
0
.
0 5比 Tris - a c et ate buf fe r
c o ntaini71g 5 Tng Of pm n a s e
(ptla. 0)
川 .5 ml)
inc tlbate at 40 4C for 1 8 hr
T e as olt ltio n ( f in al c o n c e ntr atio n , lo t)
Sta nd o v ernight at d
oc
c e Tltri ft lge at 1 1 0 0xg fo r 15 min
I
Stlpe r n ata nt
d ialy王e a9ain 5t Wa te r O V e r night at
40 C
e v apor ate
R e si due
｢
0. 28 C P Cin 0. 03H NaCI solu tiorl
(f in al l Oml )
st: a nd o v e r night a t 4
.C
ce n tri ftlge at 2 3 0 0x9 fo r 1 5 min
G良G
Fig . i - 1 5 Pr etr e atm e nt of Neu tr oph i l ic Leu ko cyte s, Platelets ,
Lympho cyte s a nd Eryt hr o cyte s fo r An alysis of
G lyc o s a m土n oglyc a ns
-26-
Ti9S u 母
c ut to E rn al lpi母 C 也 B
ho m og也 ni苫 e in ac 母tO n 也
s ta nd o v 母 rnigh t 紙 4＋C
ce nt ri fug母 &七 11 0 0xg fo r 1 5 min
｢
E七h母r
βta nd ov 母r nまgh t a t 4
0(:
c 母 ntri ft)g母 at 1 1 0 Oxg 紬 r 1 5 min
pr ecipitat◎
dry at r o o mt母mp稔ra ture
Dried pow 舶 r (0.1 甘〉
o.5H NaO 打(3 nL)
mix v ei l
¢t and o v 愈r ni帥 ヒ 也t
nemヒr al i苫昏 With 1 朗
O . 0 5 MT x:is - ae稔t& t母
(･I mLl
boi 1 各t 1 0 OoC だo r 5
4＋C
H C l
buf f偲r (pt1 8.O)
min
Pr ona 惑 et(10 mg/m1 ) ( i,rn1 )
in c ubat 也 &t 4 SOC fo r 2 4 hr
5的 TCA (firm L co rI Ce n t m tiop1 l ob)
mix w 母1 1
卓t a nd fo r 1 hr at 4o C
c entri fuge in t h色 COl d at 2 3 0 0xg
fo rl Snin
Sup母r n atan七
d ialy思e again st w也乞e r ov 一ほ nigh t at
40 c
俊V apOra 七e
0 .2 亀 C P C in 0.O ヨ拍t7aC エ 五01tltion (1 0 m1)
sita nd o v 也rnigh t旦t 4旬C
a:色nt ri 紬甘e in th母 C Old at 230 O xg
だo r L 5 mirL
p r
l
俊C
…蔓…
a
≡芸;- ith ”も 色th& n o1 8 a tu r at 也d
G ÅG
F ig. 1
- 1 6 Pr etr 曽atm e nt Of Tis s u e sfo r An alysis of
Glyc:o s a min oglyc:a ns
1 ･ 3 ChS からの 不飽和二糖の生成
前述の よう に ､ 緒戦したGAG申のChS を選択的に酵素分解して不飽和ニ騎
を生成する に は コ ンド ロ イ チナ - - ゼABCあるい は コ ン ドロイ チナ - ぜACI が
用い られる ｡ 本研究で は ､ デル マ タ ン硫酸が極めて煙かで ある尿や血液中の
chSを主 に分析するた めに比較的安価で あるコ ンドPイ チナ - ゼABCを用い
て酵素分解を行うこ とと した o
chSに対するコ ンドロ イ チナ ー ゼA8Cの戯適pH は8. 0 で あり ､ 反応暗闘が
120分以上で ほ ぼ100% のChSを不飽和二 糖に分解する と報告されて いる ｡
SS)
そこで ､ 定垂法と して の 簡便性とChSからの不飽和二糖の生成率を考慮して
Koda m aらの方法 叫 に従い ､ Fig. ト17 に示 した擾作によりGAG からChS由来
不飽和二 糖を生成する こ と に した o
-27-
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H
2
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Fig. 1
- 1 7 Pr o c edu r e fo r En 2:yrn atic Dige stio n of
G lyc o s amin oglyc a n s
しか し ､ 試料申に存在するChS の糖鎖の すペ てが ､ コ ンドロ イ チチ
- ゼ
A8C により分解され て い るか どうか は常に 考慮する必要がある ｡
本実験で は ､ Ch, Ch4S, Ch6S の標準品(生化学工業封) をコ ンドロ イ チナ
- ゼABCにより酵素分解して ､ それ ぞれ △D トOS, △D ト4S, △Di-6S と して定
量性を検討 した と ころ ､ いずれ も試料注入垂10即Ⅰ で6 ngから2即gの 範囲で
検量線に良好な直線性が得られた ｡
この こ とか ら ､ 本実験条件で ､ ChS 抜コ ン ドロ イチナ - ゼABC により酵素
分解され て定量 的に不飽和二 糖を生成する こ とが示唆され ､ その 生成率が 一
定で あるこ とが考えられた ｡
コ ンドロ イチナ ー ゼA8Cは多糖に はエ ン ド型酵素と して作用 して オリゴ糖
を生成し ､ 更 に オリゴ 糖に対し ては非還元末端か ら繰り返 し二 糖単位で 工 キ
ソ型酵素と して作用 する と考えられ て い るS7)た め ､ 試料申のChSは十分塵の
コ ン ドロ イ チナ ー ゼABC の存在下で ､ その 殆どが不飽和二 糖に酵素分解さ れ
る と思わ れ る ｡
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第2串 生休試料へ の 応用
2 ･ 1 ヒ 卜 掛やChS の分析
ヒ 卜iE常尿r如こG^G､ その中で もChS の排治されて いる こ とはM6rn erによ
り示唆された o 朝 更に ､ DiFe｢ra nteらは ､ CTABを用い て尿中GAGを分離し ､
尿中GAG の主成分がChS であるこ とを報告した o
朋9'OO)
その綾 ､ 数多くの研究者に より ､ 尿中GAGの研究が行わ れて い が 紺 畑 ･ n
(叶 =)が ､ 現在で は第閃級アンモ こ ウム塩を用い た沈澱法により ､ ヒ 卜尿中に
はウロ ン解析として 2 - ノ 8mg/dayのGAGが排漉 されて い るこ とが知られてい
番 ol
t)
尿中GAG は､ 現在の と ころ ､ 生体内GAG の最終代謝産物で ある と考えられ
て い るが ､ その起源に つ い て は不明な点が多い ｡ しか し ､ 体重 ､ 加齢 ､ 人種
差 ､ 性別 ､ 食事内容､ 内分泌の条件などが尿中GAGに 関与 して いる と言われ
て い る .,”) り1で も ､ 胎齢による変化は ､ G∧G串よりもその質的変化が重要で
あり ､ 例えば ､ 幼児期より成熟期まで はCh4Sが多い が ､ 成熟期以降で はCh6S
の増加するこ とが絹告され て いる o J ほ)
前述の よう に ､ 尿中GAG の起源につ い て は現在でもよくわか っ てい ない が
ヒ 卜尿中GAG の排強が注目され るよう にな っ た の は ､ Do rfma nらが‖ur]e r症
候群の患者尿から多重のGAGを分離 してか らで ある ｡旧) それ 以後､ 尿中GAG
と疾病との関連が注目され ､ 塀在で は ､ Hu｢Ie ｢症候群以外に仙nte r症候群 ､
scheie症候群 ､ Sanfi =ppo症候群 ､ Ho rquio 症候群 ､ Ha rote a u x- La my症候群
と い っ た先天性ムコ 多糖症(Muc opo]ysac charido sis) で尿中に多量のGAGが
排推さ れ てい るこ とがわ か っ て い る o'
J) これらの 疾患は リソ ソ - ム酵素( 特
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に α -l- idu r o nidas e) の欠損によるもの で ､ ga rgOy=sm様の 特異な顔貌( 怪
人症) をして 肩関 臥 肘関節などの屈曲拘鮪 ､ 膝関節 ､ 田軽部の 形成不全な
どの特徴的な症候を示す ことが知られて い る o
114) これ ら先天性ムコ 多糖症の
患者の尿中に は主に デル マ タ ン硫酸ある い はヘ パラン硫酸が多 に排き瞥され
て おり ､ ‖) 正常尿の場合に何故ChSが主と して 排紙 されて い るカりこつ い て は
依然と してわ か らない 点が多い ｡
先天性ム コ 多糖症以外に尿中GAGが有意に増加する疾放と して関節リ ウマ
チ ､ 聯 原病 ､ 肝硬変 ､ べ - チ ェ ツ 卜病 ､ 動脈硬化症 ､ 癌などが知られてい る
が ､ いずれも結合織病変 ､ 例えば 範織痘優に起因してい るとの考え方が有力
で ある o ‖)
こ のよう に ､ 先天性ムコ 多糖症 ､ 炎症性疾藤で組織嫡壌の強い 場合 ､ 僻魔
性変化などの場合に尿中GAGが増加 し ､ 更に分子種屯変化することが示唆さ
れて い る o 従 っ て ､ ChS につ い てもその構造的な解析は重要で ぬる o
一 方 ､ 尿中GAG申 に含まれ るChSが ､ ペ プチ ドに結合 したもの と しない こむ
の ､ 不揃い な分子サ イ ズ ､ また多様な脱硫酸イヒな ど極めて不均 一 に分散して
い る ことが報告され てい る ot4)
その た め ､ 生体内に存在するChS一 夕ンパタ質禎合体がどの ような分解機
構を経て尿中に排誰 され るのか を知る た め に は尿中ChS の存在状態を調べ る
こ とが重要 となる ｡
以上の こ とか ら ､ 本研究で は ､ 確立 した蛍光プ レカ ラ ム‖PLC法に よるChS
由来不飽和二 糖の 分析法を用い て ヒ 卜尿中ChS の分析につ い て 検討 した o)1S)
2 ･ 1 ･ 1 ヒ ト尿中ChSの定量
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剛 IGAG溶液20yI を コ ン ド[3イ チナ
-
∵ ゼABC群批 し ､ 生成LJた不飽和二
糖を増光誘導体化したの 馴 PLCにより得られたタ ロ マ トグラムをFig･ 2
-1に
示す ｡
”
JJ
･叫
那
氏
4J
”
E:
u 1
41
U
仁
dJ
U
V[
¢
lJ
0
三っ
～
h
J}
U
dJ
> n
に
”
1 .･& Dト O S, 2さdDi - 6 S, 3;ADト 4 S
Co ndiヒio n 9
CoLu m n 王T S Kgel NtⅠ2
-6 0(4･6 m m i ･ d･ 汰 2 5 O- )
Mobi l色 pha5也 ! a C etQ nitrile
- 0 . 1 ” a c eヒate buf fe r (ptt 5･ 6)
(9O/2 0 : Ⅴ/v)
F lo w r aヒe 王 1.0 n1/min
Deヒ母CtO r ;S him ad2;u F L O- i f lu o r o m etric dete cto r
(cut fi1 ヒe r 苫H
- 5)
Sa mple sFi2: e :1 0p1
0 10 20 3q 4Q
Reヒe nヒio n 出 TYL 母
(nin)
Fig ･ 2
- 1 C hr o m atogr a m Of Da nsyl hydr a zin e De riv ativ e s of
uns atu r ated dis a c charide s Pr od一ユCed fr o m No r m al
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wit h Cho ndr oit in a s eA B C
その結果 ､ ヒ ト正常尿中ChS 由来不飽和二糖と して △D トOS, △D ト4S,
△D ト6Sが認めら れた ｡ また ､ ヒ ト尿中ChS由来不飽和二 糖の定垂結果を
Tab一e 2-1 に示す ｡ △D ト6S の割合が△D ト4Sよりも高い こ とから ､ ヒト正
常尿中に は ､ 多重のCh6Sの 批世され て いる こ とが示唆さ れた o
- 3 ト
Tab le 2 - i An alytic al Valu e s of Cho
ndroitin Su l fate s in No r m al f7u m a nUrin e
by En ヱym atic and II P L C An alys e s
cho ndr oitin Sulfates To tal
ur onic a ci d* Mola r
Total a m ou nt A Di - O S ADi
- 6S ^Di - 4S り+m ol) r atio''
(Tl m Ol) (PJnO1) (prn ol) (yJn O1)
Subje ct
(%)
16. 1 0. 4 7 9. 8 3 5. 77
10 .7 0 .40 7 . 6 1 2.73
1 7. 5 0 . 45 12 . 0 5. 07
1. 8 8 0 .0 0 1. 4 2 0. 46
4 .5 1 0. 07 2 . 27 2.17
1 7. 7 91 . 0
1 5. 0 7 1. 3
1 8. 4 9 5. i
2 . 3 4 8 0.3
6 .8L1 6 5. 9
An alytic al v alu e s w e r e calc u r ate d pe r 1
0 0 0ml of n o r rnal hu man u rin e･
* ロr o nic a cid w a sdete r min ed by t he c arba ヱOle m et hod o
f Bit te r a nd Muir ･
* * Total a m o u nt of 5 ul fated a is a c cha ride w a sd ivi ded by t he
u r o nic a cid
c o nte nt .
また ､ △D トOS の割合にバ ラツキが認められ る の は ､ 尿中ChS の硫酸化磨
が多様で ある こ とに よる もの と思わ れ る Q
更 に ､ 総ウ ロ ン醸量 に対する総ChS壷の割合 から ､ 尿中GAG の多く がChS
で ある こ とがわか っ た o
2 ･ 1 ･ 2 セ ル ロ - ス ア セテ ー ト膜電気泳動法により分画され た尿中ChS
の分析
尿中ChS由来不飽和二糖と して検出され た △D トOS, △Di- 4S, △D ト6Sが ､
同 - の多糖鎖から由来して い るのか (hybrid構造) ､ ある い は ､ 互い に別の
糖鎖由来で ある の か はこ の方法で は区別する こ とはで きない ｡
そこで ､ より詳細に尿中ChSの存在状態を知る た めに ､ セル ロ - ス アセ テ
ー ト膜電気泳動法 を行い ､ 分画された 画分申の尿中ChS の分析を検討 した o
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ヒ 卜正常尿中GAGをセル 口 - ス アセ テ - -十膜電気泳動法で分画した のち ア)L,
シ アンブル - 毅色した結党 と泳動条件をFJ
-
g. 2-2 に示す o 尿中GAGは ､ a ,
b , c の 3つ の画分に 主に 分画され ､ bはChの ､ c はCh4SまたはCh6S の泳動
侍嗣 に 一 致した o
C h 4 S
ch
-
6S
Cb
Urin a ry
G A G
%
%
%
@@!a b
Fig. 2 - 2 E le c七r opho r etogr am of No r m al Hu m a nロrin a ry
Glyc o s a min oglyc a ns o n A Cellulo s e Ac etate S trip
E lectr opho r e sis w a s c a r ried o ut in 1 ” a c etic
a ciピトpyridin e buf fe r (p甘 3 . 5) at 0. 5 mA/c m fo r
2 0 min .
次に ､ 予め尿中GAGを電気泳動した別の セル ロ ー ス アセ テ - 卜膜をアル シ
アンブル - 染色せ ずに a , b , c の3つ の 画分に相当する部分を切り取り ､
その 画分申のChSを分析した ｡
セル ロ - ス アセ テ - 卜厳か ら ､ ChSを抽出する ための条件をCh4Sを用い て
検討し た結果 ､ 水溶液中で20
oC
､
20分間イ ンキ ュ ぺ - 卜する こ とにより約80
%(n--r4) が抽出さ れる こ とがわ か っ た o
セル ロ ー ス アセ テ ー ト膜か ら抽出され た a . b . c の 3つ の 画分申のChS
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を不飽和二 糖分析 して 得られ たク ロ マ 卜グラ ムをFigd 2- 3 に示す o
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本実験条件に よる セル ロ ー ス アセ テ - 卜膜電気泳動法で は ､ GAGは ､ 主 に
硫酸化度の違い に よ っ て分画される ｡
Fig. 2- 3 の結果か ら ､ a と b には ､ 同 じ不飽和二 鞄範成をもつChSが含ま
れて おり ､ また ､ c に は殆ど完全に硫酸化され たChSの含まれ て い る こ とが
わ か っ た ｡ この c のChSがho m oge n e o u sなCh4Sある い はCh6S である か は この
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結党 だ けで はわ から ない が ､ △D ト4Sガ a , b , c いず れの画分に も認めら
れるの に対し ､ △Dト6Sの殆どが cの 画分に局在して検出され争ことから ､
尿中のCh6S は硫酸化魔の高い地銀で存在する こ とが考えられた o
2 ･ 1 ｡ 3 考察
CPCなど第四級アンモ ニ ウム塩によりp=5 - 6の弱髄性条件下で複合体を
形成するGAG はその多く が分子車3000以上で あると言わ れて いる o ヒ ト尿中
に存在するGAGは主に分子凝6000- T500 であると報告され てい る
tOS) ことか
ら ､ 尿中GAGの姶どがCPCと樽合体を形成すると考えられ るo 更に ､ 本葉験
の結果で も ､ 尿中GAG の65. 9- 91. 0% がChS で凝る ことか ら ､ 尿中ChSの 多
くが分子静600 - 7500で 凝る こ とが予想される o
しか し ､ 従来の尿中GAG の分離方法紘第四級ア ン モ ニ ウム塩との接合体形
成に依存 し
■
て いるために 分子療3800以下のGÅGを分離する こ とがで きない o
Lo w e症候群盛者尿中に は儀硫酸化Ch4Sが存在する が ､ こ れが低分子である
ためにCPC沈澱法で は分離するこ とがで きないHB)との報告もあるこ とから ､
臨床上低分子のGAG につ い て検討する ことは重要で ある ｡ 従 っ て ､ 今後､ 低
分子のGAGの簡便な分離 ､ 精製法の 確立が必要に なると思わ れ る o
従来 ､ 尿中ChS は生体内ChS の代謝物であると考えられ ており ､ 生体内で
分子壷10000- 50000で ある の が尿中で6000- 7500 となる の は代謝過程の段
階で 異化分解され るた めで ある と言わ れて い る(OS) が ､ 尿中ChSの起源につ
い て は ､ いま だに推測の 域を出て い ない o
Endoら は尿中ChS糖鎖の 還元末端糖として ､ ダル ク ロ ン顧 ､ ガラ クト - ス
ま た はキシ ロ ー スの 存在する こ とを報告し ､10勺) ウサ ギ肝 からendo - β -
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g)uc u ro nida s e及びe ndo - β - xyJo sida s eを精製して ､ 生体内ChSが肝で 分
解されて 尿中に排賭 され る こ とを示唆 した o
m)
Endoらの結果で 昧 ､ ヒ ト尿中ChS のう ちペプ チドと結合して い るもの が
22. 8%で 琵りのう ち還元末端糖に キシ ロ - ス ､ ガラクト - ス ､ グル ク ロ ン離
をもつ もの が ､ それ ぞれ ､ 29. 8, 23. 6, 18. 7%で ある として いる o
f4) 即ち ､
尿中ChS で はペ プチ ドと結合したもの が全体の およそ1/4 - 1/5襟度で ､ 残
りはすべ て ペプチ ドと結合して い ない遊離型 と いう こ とに なる o
本実験 におい て ､ セ)L, ∩ - ス ア セテ ー ト膜電 気泳動法により分画され た両
分 a , b , c中のChS の分析で ､ 前述の よう に ､ 画分aと b で は不飽和二 糖
組成の同 じChSが ､ また ､ 両分c で は ほぼ完全 に硫酸化さ れたChS ､ 特に
△D ト6S の局在 したChSが認められ た o 更に ､ それ ぞれの画分のChS が ペプ
チド結合型か ある い は遊離型か ､ 遊離型とすれ ば どのような還元末端糖をも
つ のか を知る ことに より ､ 尿中ChS の硫教化度と存在状悠との関連が解明で
きるもの と考えられ る ｡ 特に ､ 画分 c で は △D ト6Sが局在 して認められ た こ
とか ら尿中Ch6Sの 起源を知る上で その存在状態が注目され る ｡
また ､ 尿中に存在する トリプ シ ンイ ン ヒ ビタ ー が低硫酸化Ch4S鎖をもつ
'le)
プ ロ テ オグリカ ンで ある こ とが報告され て おり ､"1･J2 0)chS鎖の生理的役割と
の関連が予想され る ｡
2 ･ 2 家兎血液中ChSの分析
尿中GAGの起源 と して 血浪中GAGの 存在は かなり古くか ら推測さ れ て いた
が ､ 量的に非常に僅かで ある の と多重の血蒋タ ンパ ク質が存在する た めに ､
分離定量 とその質的同定はか なり難しい とされ て きた ｡
- 36-
1955年 ､ Badin,Schube rt,Vouras 担 ､ ヒ卜血演の
"
e uglobuiin
”
画分から
ウtjン酸とヘ キソサミンを等皐含む物質を噂離した ｡卵) その結果 ､ 血輝100
mJ当りのウロ ン酸療で 示した総GAG劉ま正常の 場合には206即g, リウマ チ性
関節炎で は388”gで あ っ た o
同年 ､ Ba s sioun =ま ､ 正常ヒ 卜血液420nl からひ とつ の物質を抽出し ､ 諦
紙電 気泳動法を行 っ た結党 ､ 軟滑のChS と同じ移動度を示す成分の存在する
こ とを明らかに した olu)
ま た ､ 1957年に は ､ BoIIet, Seraydarian,Simpso nがBadin の方法の改良法
を用い て ､ ヒ 卜正常成人3月人で 血壌100n摺 り平均215-385ygの ウロ ン顧塵
を得た (,即 彼らの 結果で は ､ 性差 ､ 個人差 ､ 年齢差 は認められなか っ たとし
て い る ｡ 彼らにより血焚から嘩離され た物質は ､ ヘ キソ サ ミン , ウ ロ ン酸比
が1. 3 : 1(ガラク 卜サ ミ ン72% . グ)L, コ サ ミ ン280/o) で ぺ - パ ー ･ ク ロ マ
卜グラ フ イ ･･ - ･ により2つ の両分に分画され ､ 両方とも寧丸 ヒアル 口 ニ ダ ー ゼ
により分解され るが ､ その うち 一 つ 比ヘ キソ サミン , ウ ロ ン酸比が1.: 1 で
ChSに似た挙動を示す こ とが稚告さ れた ｡
劉こ ､ 血聴タンパク質画分の 精製の途上 ､ Kerby は ､ 1958年に血親申GAG
がCohn分画 のⅢ及びⅠⅤ - ･ 1画分にの み存在する こ とを証明 し ､ 脂質よりはむ
しろ タ ンパ ク質と結合して い ることを推測した o1
22) 彼らは ､ トリプシ ン消化
とCTABを用い た沈澱弦により精製したそのGAGがぺ - パ ー ･ ク ロ マ トグラフ
ィ
- に より 2つ の画分に分離され ､ そのうちの 一 つ がBo]letらの報告 した も
の と 一 致する こ とを述べ た o
t= 卜血溌あ る い は
"
e uglobulin
”
画分か ら単組 ､ 精製され たGAG は､
sch = le rにより電気泳動法で 2つ の 画分に分離され ､ そのうち移動度の大き
し｢両分 が赤外ス ペク トル ､ 旋光度 ､ 孝丸t:アル 口 ニ ダ
ー ゼに対する 感受性の
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結果 からCh4S である こ とが同定され た oI23) しか し ､ 移動度の 小さい 両分につ
い て は僅かながら尊丸ヒ アル ロ ニ ダ ー ゼの作用が認めら れるもの の ､
■
依然と
して 未同定のままで ある o 被らの結果で は と 卜正常血釆100mt当りの りロ ン
酸鼻は310-440即gで あ っ
■た o
FrimanとBru nish はBo[Ietらの方法を用 い て血頒中GAGを分離 した の ちセ
)i/口 - ス アセ テ - 卜膜電気泳動法を行っ た結果 ､ 総GAG の44- 10% がChS様
の物質で ある こ とを述べ ､ 更に ､ 僅かに含まれ る の は ヒ ア ル r]ン解かあ るい
はその中間体で ある と報告した324)
更 に ､ CaJatr o ni,Donn eHy,DiFe r r ahte は血濃をEDTA処理後､ ECTEOl 心セ
ル ロ ー スカ ラムク ロ マ トグラフ ィ ー と酵素消化の結果 から ､ 主成分として の
Ch4Sの ほか に少垂の ヘ パ ラ ン硫酸及びケラタ ン硫酸の存在を明らか にし た o
こ の測定法で は捻GAG垂はワ ロ ン醸値と して 血聴100mI当り男子298”g, 女
子253”gと報告して い る㌔
○)
そ の後､ こ れまで に多くの報告12帥7)がある が ､ Mu r ataらの 報告 に よれ ば ､
セル ロ ー ス ア セ テ - 卜膜を用 いた電気泳動法 などにより ､ ヒト血焚申GAG の
含量は っロ ン 酷使と し て250- 550FJg であり ､ こ のう ち硫酸を含ま ない コ ン
ドロ イ チン量が多く ､ 全体の31% ､ 次いでCh4Sが27% ､ Ch6Sが14%で ある
与し ､ ヒ ト血碑GAG の主成分は低硫酸化ChSで あり ､ その およそ2/3 がCh4S
に属する と述べて い る otl) ま た ､ Hataらも と 卜血敬申GAGの 主な成分が低硫
酸化されたCh4Sで ある ことを報告して い る o 叫 -㈹
一 方 ､ 血韓中GAG と血=,II!タ ンパ ク質との 結合状悪に 関 して はまだ 確か な知
見が得ら れて い ない . Ke rby は ､ 前述 の よう に ､ 血墳中GAGがCohnⅢ及びⅠⅤ
- 1 画分に存在する ことを述べ てい る oI22) ま た ､ Calatr ohi らは セル ロ ー ス
カラムにより血塊 中GAGを分画 し ､ セ ル ロ ー ス に吸着したGAG は硫酸含壷が
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爵くタ ンパ ク質とは結合して い 如 ヽ状愁で 存在するが ､ セル ロ ー ス に吸着し
なか っ たGAGは硫酸含轟が低くタンパ ク質と結会した状態で存在してい ると
して ､ 血頒申GAGがGAG一 夕 ンバク質複合体と して80% を広め ており ､ 残りが
遊離型のGAG であると して い る oqO)
血堀中GAGの 起源抜 抜 つ きりわ か っ てい ない が ､ 主成分がCh4Sを含むこ と
から ､ 従来 ､ その 起源が結合観桜 ､ 特に軟骨で あろう という こ とが推測され
て い る ｡
1956年 ∴Thoma s紘ウサギに擬製パパイ ンを静注すると軟圏組織の破壌をき
た し て珂が下垂する ことを発寂し ､
■
TsaJtasは ウサギにパパイ ンを静注して
軟倍rfコの ヘ キ ソサミ ンの 減少と血輝申の りロ ン顧の増加を認め ､ Bryantら屯
同様な実験方法で 血礁申GAG の増加を報告した ｡
伽)
その 後 ､ Iysoso m e(abi=z erで ある ビタミ ンAの大愚投毎 により同様の変
化が起こ る こ とが明らか にされ た oIM
従っ て ､ こ れらの結果 から ､ 外因性のタンパク質分解酵素やビタ ミンA に
よ っ て活性化さ れた内因性のタ ンパク質分解酵素により敵城申のChS- タンパ
ク質複合体の 一 部が分解を受けて 血壌申に放出されて増加すると予想され て
い る o
正常な状慾で も同様な機序が予測され ､ 疾病に おける変動にも同じような
考え方がなされ て いる D
もう 一 つ の 血渡申GAG の起源として白血球 ､ 卑小板が考えられる o 血清
GÅGの 総垂が血溌に比べ て 高値を示すこ とが報告さ れて おり ､ それ が血小板
由来で ある こ とが示唆され て い る ｡-
I)
正常ヒ ト白血球ある い は血小板申でGAGが生合成さ れ てい る こと 紘
ozs s o nらをは じめと して い くつ か報告され ており ､ 更に ､ プ ロ テオ ｡ コ ンド
ー 39-
ロ イ チン4 - 硫酸の存在する こ とが知られ て い る o 仰
州 )塩 基性白血球凝粒
は殆どヘ パリ ンで ある という稚告もある ㌘末梢血中の沸粒性白血球で は ､ リ
ンパ球に比べ35倍のGAGを含有し ､ 細胞内分布で は細胞表在性GAG が15% ､
細胞内GAGが85%で ある とい う o138)
また ､ 白血病に おい て はGAG の含轟が増加し ､ 質的には脱硫酸化プ ロ テ オ
グリ力 ン ､ ヒ ア)L' ロ ン離 ､ プ ロ テ オヘ パラン硫酸の 増加も認められ ､ 細胞内
でのプ ロ テ オグリ力 ン産生異常が示唆され て い る o 帆
桝)
従 っ て ､ 以上の ような知見か ら ､ 血墳申GAG は観織鵜壌由来のみ ならず ､
白血球 ､ 血小板など血液成分に由来するこ とが考えられて い る o
一 方 ､ 血紫申GAG の病的状焦における変動を述べ た細 別 幻ヒ較的少なく ､
特 に質的変動 に関する検討は非常に少ない ｡
甲状腺機能克進症 舶 やAAa my暮oido sisl
iI)などで も血聴申GAGの増加す る こ
とが報告され て い るが ､ 尿中GAGに 比べて ､ その 症例は少ない ｡
こ れまで述べ て きたよう に ､ 血液中に存在するGAGは微塵で ある た めに ､
その質的組成 ､ 存在状態､ 起源 ､ 疾病との 関連に 関する知見は非常に 少ない ｡
特に ､ 血堆申GAGの主成分とされ るChS につ い て もその構造に関する 定車的
な解析は困難で あ っ た ｡
そ こで ､ 本研究で は ､ ChS由来不飽和二 糖の高感度分析法の 確立 に より ､
血液中ChS の分析が可能とな っ た ことから ､ 家兎を用 い て ､ その 血液中 ､ 特
に血准､ 白血球､ 血小板中のChSを不飽和二 糖学位で分析 した o
2 ･ 2 ･ 1 家兎血液中ChS由来不飽和二 糖の 検出
血浪 ､ 好中球 ､ 小 リ ンパ 球 ､ 血小板 ､ 赤血球申か らGAG を分離して コ ン ド
ー40-
rjイ チナ - ゼABC によ り酵素分解したの ち ､ 蛍光誘導体化し ､ HPLCを用いて
得られ たク ロ マ 卜グラムをFig. 2- 4 に示す o
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血堆申ChS,由来不飽和二 糖と して ､ 主 とし て ､ △Di
- OS及び△D ト4Sが検
出されたこ と から ､ 血濃中に は主に低硫酸化Ch4Sの含ま れて いる ことが確認
さ れた ｡
ま た ､ 赤血球中に はChSの 存在を認める こ とは できなか っ た ｡
一 方､ 好申球 ､ 小リンパ球で は ､ △Dト4Sが比較的多い ものの ､ それ以外
に ､ △D トOS, △D ト6Sの存在が認められ ､ 不飽和二 糖組成が血堀 とは異なる
こ と がわ か っ た o
更に ､ 血小板で は僅か ながら△D ト6S の存在が認められる が ､ 殆どが
-4 ト
△D ト4Sと して検出され ､ 血小板に はは ぼ完全 に硫酸化され たCh4Sの 存在す
るこ とが示唆され た o
2 ･ 2 ･ 2 家兎血墳申ChS由来不飽和二 糖の 定嶺
家兎血祭申ChS由来不飽和二 騎の定轟値をTable 2-2 に示す o そ の結果 ､
個体間にバラ ツキが少なく ､ 血徽申低硫酸化Ch4S濃度が生体内で制御さ れて
い るこ とが推察され た ｡
Tab le 2 - 2
-
'
Dete rrnin atio n of Un s atu r ated Dis a c cha ri de s Pr odu ce d from
Cho ndr oitin sulfates in Nor mal Rab b it Pla s m a afte r
Dige stion with C ho ndroitin a s eA B C
Rab b it Unsatur ated dis a c cha ri de
A Di - OS ムDi - 6S ムDi - 4S
(pH) (pM) (pM)
Total a m o unt
(pM)
A 4 .6 6 N. D .
B 5 . 1 8 N . D .
C 5.59 N . D .
D 4 .
'
6 7 N _ D .
E 6 . 22 N. D .
He a n士S . D . 5 . 26土0 . 6 6 N. D .
1 . 28 5.94
1.18 6 .36
1. 55 7. 1L亀
2 . 89 7. 5 6
2 . 39 8. 6 1
1 . 8 6土0 .7 5 7. 1 2土1. 05
Valu e s; a r e m e a n s of fiv e r epe ated a s s ays .
2 ･ 2 ･ 3 血堀中ChS の存在状慾に関す る基礎検討
血張中ChSが個体問にバ ラツ キが少なく ､ 一 定の値で 存在 する こ とが示唆
された こ とか ら ､ 血液中ChS の存在状葱につ い て 基礎検討を行 っ た o
家兎血液5 mI をSephadex G-200カ ラ ム(2.2 c mi. dy. x 80cm) で 分画 し､
UV280 n m を指標 と して タ ンパ ク買の吸収を 調べ た 結果 ､ Fig. 2- 5に 示 した
-42-
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よう に ､ 血噴から ､ 主と して ､ I , Ⅰ , Ⅲの3つ の画分が得られた ｡
ま た ､ 各血頒両分I , Ⅰ , Ⅲか ら得られ たChS由来不飽和二糖を分析した
結果 ､ Fig. 2-6 のタ ロ マ トグラムに示 したよう に+ 血碑中ChS は画分ⅠとⅢ
に 放校出され ず ､ 画分‡ に局在 して認められた ｡ この ことから ､ 正常家兎血
液中ChS がタ ンパク質と結合した高分子の状怒で存在するこ とが推定された ｡
最近 ､ Staplan sとFeJts は ､ 血凍申GAGが血渡タン パク質と紘共有結合で
は なく ､ Je ctin- type の 結合か ある い はイ オン結合をして おり ､ その結合が
α - D- m a n n o sidaseに より切断され るこ とを示唆した B 鵬)
この報告で は ､ この 血焚申GAGがGAG一 夕ン/てク質複合体､ いわゆるPGか あ
る い はタ ンパ ク質と結合して い ない遊鮭型のGAG である のかは明らか に して
い ない ｡ しか し ､ 近年で は ､ 血膿 ある い は血清中に存在するC lq
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un s atu r ated Dis a c cha ride s fr o m GIyc o s a min ogLyc a r)s
in Rab b i t P la s m a
p la s m aglyc o s amin oglyc a ns w e r e s epa r ated fr o m t
he
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inhibitor などのタ ンパ ク質にChS鎖が共有結合して い るこ とが輯告さ れて
いる of43
M ) 従っ て ､ Sephade x伝- 200 カラムに おける血液分薗で低硫酸化
ch4Sの認められ た画分に は これ らのPGも含まれ て い る こ とが考えられ る o
これ らの こ とか ら ､ 血婦中ChS は､ PGと して C lq inhibito rなどのタ ン
パク質と共有結合を して 存在する もの と ､ 更に ､ PGある い はGAG と して血壊
中タ ンパ ク質とIe ctin- type の結合ある い は イ オン結合を して存在する こ と
が推察される ｡
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ま た ､ 血痕申ChS がhydro xypr olin e- c ontaining prote毒n 申に含まれ てい
る珊 ことや ､ 血懲申GAGが低比重リ ポタ ンパク貿(LDL) と相互畔用 してい る
などの稚告州 側 も凝り ､ 更に ､ フ ィ ブロネク チンなどの棚胞接着性タンパク
質との 関連屯注目されて い る 郎 ことから ､ 今後 ､ より
一 層の検討が必要と
思わ れ る o
2 ･ 2 ･ 4 考察
血膿r )ChS が主に低硫離化Ch4Sで 凝り ､
- 定の億で 存在する こと が示唆さ
れた こ とから ､ 血碑rPChS が生体内で制御されて存在するこ とが推察された 8
血液中ChS と尿中ChSの 不飽和二 胎親戚を比べ てみ る と (Table 2
-3 ) ､
Tab le 2 - 3 Pr opo r七io ns of Un s a七u r ated Dis a c cha ride s Pr odu c ed
fr o m C hondr oitin Sulfate s in Rabb it Urin e a nd
p la s m a af te r Dige stio n wi t h C ho ndr oitin a s eA BC
Subje (コセ un s atu r ated d isac cha ride
AD i- O S(%) & D i- 6 S (a) d Di- 4 S (%)
urin e 1 2. 3 4 1. 8 4 5･ 9
p la s m a 66. 1 N･ D ･ 3 319
尿で は △D ト6Sが多くの 割合を占めて い る の に射し ､ 血碑で は ､ △D ト6S は
殆ど認められてい ない ｡
従来 ､ 組織のChS は血液を経て尿へ排光 され る と言わ れて きた o しか し ､
血碑中に は殆ど認められない △D ト6Sが尿で は多重 に検出され ており ､ こ の
△D ト6Sの検出が認められたChS の挙動が血膿申ChS と は異なる ことが考え
ら れた ｡
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また ､ 血塊申ChSが白血球ま たは血小板由来で ある との考え 方屯ある が ､
本実験の結果で は ､ 好申球 ､ 小リ ンパ 球申のChS 由来不飽和二撃と レて
△D トOS, △Dト4S以外に △DJ
'
- 6Sが認められ ､ 好申球 ､ 小リンパ球申のChS
は血味申ChSとはそ の組成の異なる こ とが示唆され た ｡
更に ､ 血小板で は 殆ど完全 に硫酸化され たCh4S の存在する ことが認 められ
たが ､ 血液中で は儀硫酸化Ch4S である ため ､ 血液中ChS が血小板由来で 凝る
とする と ､ 血小板か ら血婦中ヘ 放出される 際に は脱硫硬化の過程を経な けれ
ば ならない ｡
以上の ことか ら ､ 血派申 に存在するChS は､ 親織の代謝物とい うより は ､
むしろ ､ C lq inhibito rの ようなタンパク質 と結合して血液中に常在し ､
生体内で制御され て い る もの と考えられ た o
2 ｡ 3 臓器申ChSの分析
序論で も述べ た よう に ､ ChS は結合範織の 細胞間物質 と して他のGAGとと
もに生体内に広く分布し ､ 主に ､ ガラ ス様軟骨 ､ 角膜 ､ 母 ､ 大動脈､ 髄核 ､
歯 ､ 血液 ､ 尿などに含ま れ ､ 軟骨で は乾燥重量の20′ - 40% を占める ことが知
られ て いる oJS2)
一 方､ 臓器 にお けるChS の分布は肝臓を は じめと して 腎臓 ､ 牌厳 ､ 蹄威な
どに存在する ことが報告さ れて い る o1')
しか し ､ これ まで は ､ 尿や血液の 場合と同様に り ロ ン離垂 と して 総GAG壷
を表 したり ､ 電気泳動法でChSを同定した もの が多く ､ 旧) 各臓器申のChS の
組成を不飽和二 糖単位で 解析する こ と は難 しか っ た o
また ､ こ れまで 述 べ て きたように ､ 尿及び血液中ChSを分析 した結果 から
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こ れら のChS の起源を知る ために は ､ 臓器ゆChS の榊成を調べる の が重要で
ぬる こ とが示唆された Q
そこ で ､ ChS由来不飽和二 胎に蛍光プ レカラム抑LC法により ､ 家兎を用い
てChS の生体内分布につ い て検討した ｡
2 ｡ 3 ･ 1 ChS の生体内分布
各臓器から分離したGAGを コ ンドロ イチナ - ゼABC で酵素分解し ､ 蛍光誘
導体化したの ちHPLC により不飽和二 胎を分析した . 不飽和二糖の定塵結果か
ら得られた各臓器申ChS 由来不飽和二胎の親戚を了ab暮e 2-4 に示す o
Tab le 2 - 4 Pr opo rtio n s of Un s atu r ated Dis a c cha ride s Pr odu c ed
fr om Cbo ndr oitin Sul fate s irl Rab b it Tis su es afte r
Dige stio n with Cho ndr oitin a s eA B C
Tis s u e Un s atu r ated d is a c cha ride
ムDi - OS (I) d Dト 6S(亀) ^Di - 4S(!)
Liv e r
Rl dn ey
Sple e n
Scle r a
Lu ng
Br e a st gla nd
Blad de r
Pa n c r e a s
12 . 4 5 9. 4 2 8. 1
18 . 8 32. 7 4 8.4
1 5. 2 5 5. 9 2 8.9
5 9. 6 6.8 33 .6
25.5 64 .4 10 . 1
1 6.2 1 8.4 6 5.4
4 4. 9 32 . 9 22.i
89.3 2. 9 7. 8
その結果 ､ 血液中ChSを反映する と考え られる 肝臓や腎臓でも ､ △D トOS,
△D ト4S, △D ト6Sがそれ ぞれ 認められ ､ 家兎各臓器申におい てChS は､ その
不飽和二 糖組成がそれ ぞれ固有な割合で存在する こ とがわ か っ た o
特に ､ 碑 臓で は主 と し て△Di-6Sを含む多量のChSが認められ ､ その生理
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的意義との関連が注目され る ｡
2 ｡ 3 ｡ 2 考察
chS は生体内に おい て各観桜の 細胞間マ トリ ッ クス に存在する こ とが知ら
れており ､ 細胞内で 生合成されたC hSは ､ 細胞外へ 分泌され ､ 細胞間マ トリ
ッ クスの 重要な構成成分と して生理的役割 に関与して い ると考えられる o
本実験の結果から ､ 各臓器でChSが固有な割合で 存在して い るこ とが示唆
され た ことか ら ､ その硫酸基の 結合位置や数ある い は 分子嶺が ､ 細胞間マ ト
リ ッ クス申にChSが存在する 上で ､ 何らか の 関連性をもつ もの と考えられる ｡
従来 ､ こ れ らのChSは ､ 結合して い るタ ン パ ク質がプ ロ テ ア
- ゼ により分
解され た のち ､ その まま体外に排誰 さ れるか ､ あるい は 更に
- 静分解を受け､
低分子化され て排放さ れ るか ､ ま たは 再び細胞内へ 取り込まれ ､ リソ ソ
ー ム
で 各種酵素により分解され る と言わ れ て い る ｡
舶)
しか し ､ 本実験の 結果で は ､ 各臓器申ChS由来不飽和二 糖と して △D トOS,
△D ト4S, △D ト6S の いずれ もが検出され る の に対 し ､ 血浪申で は主 に
△Di-OS, △D ト4S しか認められ ない ｡
こ の こ とは ､ 不飽和二 糖組成と して △D ト6Sを含むChSが ､ 粗描申か ら血
液中に放出されて も極めて短時間で 肝臓に取り込ま れるか ､ あるい は ､ 血液
中へ は放出さ れ ず ､ 各組織の リ ソ ソ ー ムで 分解さ れる こ とを示唆 して い る も
の と考えられ る o
従 っ て ､ 尿中ChS由来不飽和二 糖 と して 検出され た △Di-6Sは ､ 腎臓ある
い は鹿晩由来で ある 可能性も推察で きる もの と虚わ れる ｡
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2 ･ 4 実験的肝障害におけるChS の変動
GAG と疾病との関連に つ いて は ､ 前述の よう に ､ こ れまで ､ 先天性ム コ 多
糖症や勝原病などが知られて い る が ､ 近年で は ､ 炎症性疾患で観桜鯛壌の強
い 場合 ､ 腰痛性変化な どの 場合にGAGの変動する ことが言わ れ てい る ｡lり
GAG は結合観織の構成成分で 凝ることから ､ 結合範頼の変化をきたす疾患
で は病的局所のGAGの 異常が認められ ､ 同時に血中及び尿中GAG の異常をき
たすことも明らかにさ れ てきた o
慢性肝障寮に よるGAG の異常に関しては ､ まず ､ 1953糾こBalasubra n a n卜
a nが四塩化験素に より障害を起こ したラ ッ トの肝臓におい て障賓の早期に過
ヨ ウ素酸 - シ ッ プ(FAS) 毅色絵で 擬性の物質が線維成分の間に癖如し ､ 卑丸
ヒ ア)L/ ロ ニ ダ - ゼ消化で この物質が減少するこ と などを報告した o
そ の後 ､ ヒ トの障害肝で も問質のGAG の増加と肝臓線維化との間に密接な
関連の ある こ とが認められ た oIS
幻
- 一 方 ､ 肝臓のGAG の変動を調べ る ために ､ 捻ヘ キソサミン轟及びグル コ サ
ミ ン ､ ガラク トサ ミ ンの 分画測定が行われ ､ 実験的慢性障害肝で は稔ヘ キソ
サミ ン尋の増加がみら れ ､ 中で もガラクトサミ ンの増加が顕著で ある こ とが
指摘さ れ た o
従来より慢性肝障害に伴い ､ GÅG一 夕 ンバク質複合僻の合成瓦進が示唆され
てい る ｡
N墳o4を用 いた実験により ､ 障害肝で はGAG画分へ の 39sの取り込み が増
加 し ､ その中で もデル マ タ ン硫酸の 増加する こ とが認められ た ひ
従 っ て ､ 慢性障害肝の 問質の 3左s取り込み克進はデ)L,マ タ ン硫酸の合成克
進 と深い 関連を有する と 考え られ て い る oJSB)
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この よう に ､ 肝障害に伴い ､ 肝範織のGAG に変動の見ら れ る こ とが明らか
にされて きた
J 恥 S9) が ､ 取結のGAG が敬重で あるために ､ 肝障害時における
血液や尿 ､ 他臓器申のGAG との関連につ い て の 知見 は少ない の が現状で ある ｡
そ こで ､ 本研究で は ､ 家兎に四塩化炭素 (CClヰ) を投与して実験的に肝障
害を起こ し ､ ChS の 変動に つ い て検討した ｡
.2
｡ 4 ･ 1 血壌申ChS の変動
家兎(令 , 4 kg) にCClヰ (1 mけkg ) を食用油と等尋混和 して経口投与し
て起こ した実験的肝障害
ほ勺) に おける血簸申ChS の変動を不飽和二 地坪位で
調べ た o その結果をFig. 2-7 に示す ｡
△Di-OSが投与2 日目に 急激に上昇 し ､ 血礁申ChS車は 正常の 3倍以上 に
増加した o
また ､ 正常時に は殆ど認 めら れなか っ たA D ト6Sが検出され た o
2 ･ 4 ｡ 2 臓器申ChSとの 関連
血親中ChS の変動の原因を検索するた め ､ CClヰ投与後1週間目の 家兎各臓
器中ChS を分析し ､ 血液中ChS との 関連性につ い て 検討した ｡
正常家兎及びCClヰ投与後の 家兎の各臓器申ChS由来不飽和二 糖の 定垂結果
をFig. 2一 別こ示す D
その結果 ､ 正常の場合と比べ て不飽和二 糖の組成にも変化が認められ た ｡
肝臓を は じめ腎臓 ､ 職弧で はChS の増加が認め
.
6れた が ､ 牌臓で は ､ 主と し
て △D ト6S を含むChSが著 しく減少 して おり ､ 血墳申で の △D ト6S の増加と
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の 関連が注目された o
2 ･ 4 ･ 3 考察
血膿申ChSの 存在状怒と疾病との 関連につ い†は ､ 現在の と ころ不明な点
が多い B それ は ､ こ れま で ､ 血漁申ChS由来不飽和二 糖を定量するこ とがで
きなか っ た こ と に起因して いる ｡
CClヰ による実験的肝障害 におい て ､ 血漁申ChS､ 特に ､ △D トOS の急激な
増加 は ､ 肝臓､ 腎臓な どで のChSある い はデル マ タン硫酸の合成丸進と深 い
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関連があるもの と考えられ る ｡
また ､ 血碑中で 増加 したChSがタン パ ク質 と結合 した複合体 (PG) かある
い は結合 して い ない 遊離型か を調べ る こと は ､ その 起源を知る上で ､ 今後 ､
重要で ある と思わ れる ｡
正常時には殆ど認 められ なか っ た △Dト6Sが肝障害で 血液中に検出さ れた
こ とにより ､ △D ト6Sを含むChS の著しい 減少の 認められ た碑臓や △D ト6S
の存在する好申球ある い は小リ ンパ球などの血液成分な どとの 関連が注目さ
れ ､ 更に ､ △D ト6S の検出が肝障害などの 疾病の診断の指標 となる こ とが予
想され る ｡
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第3 車 総括
前述の ようにGAG は複雑な構造を宿し ､ その 解析が困難で ある場合が多く.
GAGの 生理的機能を知る上で ､ 分析法の確立は重要な課題となっ て いる o
本研究で は ､ ダン シル ヒ ドラジンを発蛍光試薬 とする蛍光プ レカラ ム
IIPLC法を用い て ､ ChS の微塵で 信頼性の高い分析法を確立した o
本分析法は ､ 従来の 紫外検出‖PLC弦と比べ て10- 20倍以上高感度で 選択性
に優れ ､ 張霞的に屯簡便で ある o ま た ､ 生体試料の前処理を検討 した結党 ､
血聴100”I で の定療が可能となっ た o
こ の方法を 剛 ､て生体内ChS の分析に応用した結果 ､ ヒ ト尿ゆChS の分析
で は ､ △D トOS, △Di-4S, △D ト6Sが認められ ､ △D ト6S の割合が△D ト4Sよ
りも高い こ とがわ か っ た ｡ また ､ セ ル ロ
- ス ア セテ ー ト膜電気泳動法により
蝉 - のバ ン ドとし て得ら れた両分申のChSを分析する こ とがで きた o
.次に ､ 家兎血液中ChS の分析におい て ､ 血液中ChS で は､ △D ト6S.は殆ど
検出され ず ､ △Di- OS, △Dト4Sが 一 定の濃度で 存在して おり ､ その濃度が生
体内で 制御されて い るこ とが示唆されると ともに ､ 血徽申ChS がタンパク篤
と結合した高分子の 状慾で 存在するこ とが推察さ れた ｡
一 方 ､ 好申球 ､ 小リ
ンパ球及び血小板申ChS で は△Di- OS. △D ト4S の ほかに△Di
- 6Sが認められ
こ れ らのChSが血聴申ChSと は異なる範成をしてい.る
ことがわか っ た o
また ､ 血小板で は殆ど完全に硫酸化さ れたCh4S の存在する ことがわか っ た ｡
更 に ､ 家兎尿及び臓器申ChSで は ､ △D トOS,△D ト4S, △Di
- 6Sが認められ
た ｡ 以上の 結果から ､ 尿中で 検出された △D ト6S の起源が注目される ｡ また ､
実験的肝障害におい て 血塊 で の △D ト6S の増加が認められたこ とから ､ 血浪
中ChS由来不飽和二 糖の分析が肝障害などの 疾病の診断の指標となる こ とが
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予想さ れ る ｡
以上の こ とか ら ､ ChS は生体内におい て 重要な生理的役割に関与して い る
ことが考えられ る o ChSの 機能と分子 最や硫俄基 の結合位置 と数な ど構造と
の 関連を解明する た めに は不飽和二 糖単位で の 解析が不可決で ある こ とか ら
今回確立 した 方法がその 解明をする 上で の有効な手段と なる こ とが期待され
る ｡
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安験の 部
第1車 分析法の 換討
1 ･ 1 鼠薮
コ ン ドロ イ チ ン硫酸由来不飽和二糖の 標準品は生化学工業( 秩)
封 ､ 不飽和GAG 二胎キ ッ ト(HPLC)(△D卜HA,A D トOS, △Dト4S,
△Dト6S, △DトuA2S, △DトdiSB, △DトdiSp, △D トdiSモ, △DトtriS)香
伺い ､ いず れ も90%メタ ノ ー ･ ル水溶液に溶解して使用した 0
トリク E) rj酢離披 ､ 和光純薬=菜( 秩) 製を用 い た o また ､
ダ ンシル ヒ ドラジ ンはFluka 社(Buchs,Switze rla nd) 封を 馴 ､た o
水は ､ 水道水を義博し ､ 薫別こイオ ン交換 馴旨を通過 した もの を用
い た o 更に ､ メ タノ - ル 及びエ タノ ー ル , アセトニ トリル は ､ それ
ぞれ市販品( 関顛イヒ学(秩) 製)を蒸留したものを使用LJた｡
カ ラム用充填剤として 検討した樹胎は ､ Tosoh( 秩) 製TSKgel LS-
120 A(5pm) 及びTSKge 川‖色 60(5ym)を 馴 ､ ､ いずれも ､ ステ ン レ
スカラム皆(4. Ommi.d, ×250m m)にメタノ+ - ル及びメタ ノ
ー ル - 水
(1:1) で ス ラリ - 法に より充填して使用 した o
妨害物質の 検討で は ､ グル コ - ス (無水) ､ 恥('卜ガラク 卜 - ス
Dl＋)- マ ン ノ - ス ､ D- トトプラク卜 - ス ､ L('卜アラ ピノ
- ス ､
D-(')ヰ シ 口.
- ス ､ D-(･卜セ ロ ビオ - ス ､ D
-(i)- マ)L, 卜 - ス ( 水和
物) ､ D-(＋トラク 卜 - ス は関東化学(株) 製､ L う ム ノ
ー ス ､ α -
D- ガラ クツ ロ ン酸(1水和物) ､ D- グル ク ロ ン醸ナトリ ウムは ､ 和光
純薬工業( 樵) 製､ ま た ､ D- ダルク ロ ノラ クトン ､ ”
- アセ チル グル
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コ サミ ン ､ 和一 アセチル ガラク トサ ミ ン は ､ 半井化学秦品( 秩) 製を
使用 した ｡
薄層展 開溶媒は ､ ∩ - プ ロ ビル アル コ ー ル ､ イ ソ プ ロ ピル アル コ
ー ル ､ ア ンモ ニ ア水(い ずれ 屯和光純薬 ( 秩)製)及び1- 7 タノ
-
ル ､ 塩化ナ トリウム(いずれ も開索化学( 秩) 製)を用い て用時調
製した ｡
装置
HPLC狂置に は ､ 次の機器を使用 した o
ポンプ , 盛進製薬( 珠) 製. MICRO PUMP PSD- 3. 2型 ;圧力計 , 盛進
製薬 ( 秩) 製;サンプ ラ ー , 島村計器製作所製; シ リ ンジ , ハ ミ ル
トン 社(Re n o,Nevada,U･ S･ A･ 耀50〃 付 イ ク 口 シ リ ン ジ ;検出 乳 畠
津製作所製蛍光検出器 FLD- 1型( カ ッ トフ ィ ル タ ー EM-5);記録計 ,
セコ ニ ッ ク社製 SS-250F型 レコ - ダ ー o
溶離液は ､ 調製後 ､ 吸引び んに入 れ ､ ア ス ビレ - タ - で 減圧 して
脱気した もの を使用 した ｡
イ ン キ ュ ベ ー タ - は ､ ヤ マ ト科学 ( 秩) 製 BT-22型を使用 した o
市販 シ リ カゲル 薄層プ レ ー トは ､ メ ル ク社(Da｢ m stadt, F･ R. G･) 製
KJ
'
eselge]60薄層プ レ ー ト(プラス チ ッ クプ レ - 卜 , 厚さ0.2mm)杏
用い た o 試料の ス ポ ッ トに は ､ Dr u n m o nd社(U. S. A.) 製HICROCAPS
(叫= を使用 した ｡ また ､ 展開後の ス ポ ッ トの検出に は ､ UVラ ンプ
と して ､ Min e r alight甲ラ ンプ(UVG ト15型 ､ Sa mGabriel CA,U. S. A. )
を用 い た ｡
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墓 地 塵過
血磯の前処理法: 榎村 ､ 校門の方法耶)を改良して用い ､ 家兎血塊
10叫 から ､ 本革 Fig･ ト13の操作に従 っ て 血液中GAGを分離 ､ 精
製した ｡
尿の前処理法:Pou】s e nの方法叫こ準じ以下の よう に行 っ た ｡
家兎尿1. 8mJ を2N HC)で およそpH5(pH試験紙) とし ､ これ に137nM
塩化トn- ヘ キサデシル ビリジニ ウム(CPC) 水溶液120pl を加えて氷
水申で4 時間放置した後 ､ 2300xgで10分間遠心分離する ｡ その後､
沈澱物を2. 7mM CPC水溶液0. 3mJ で洗浄し ､ 2.5M塩化ナトリウム
水溶液0.2ml を加え て充分磯辞L' ､ 2300x由で10分間遠心分離する o
その上清0.2mt を とり ､ 85%エ タノ - )i,水溶液2.2mr を加え て氷水
申で 一 塊放置した 校､ 2300xgで10分筒遠心分離する o その後､ 沈澱
物を水20yJ8こ溶解して コ ンドロ イ チナ
- ゼABC削ヒのための試料と
する ｡ なお ､ 塩化トn- ヘ キサデシル ビリ ジニ ウムは ､ 関索イヒ学( 樵
) 製､ prl試験紙は ､ 東洋諦紙(秩) 製を使用 した o
コ ン ドロ イ チナ - ゼABC消化 : 家兎尿及び血聴申GAG溶液を本革
Fig. ト17 の操作に従っ て酵素分解し ､ GAG から不飽和二 糖を生成
した ｡
ダンシル ヒ ドラジンによる蛍光誘導体化: 本草 Fig. ト7 の操作
に従 っ た ｡
也
吐 出 返選塵
(1) △Di-diS8 う △D トUA2S:
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△Di-diSB90%メ タ ノ ∵- ル溶液2叫 に0･2抑 リ ス - 塩酸緩衝液
(p‖81 0)10p],0･ 3uコ ンドロ
-4- スル フ ァ タ - ゼ溶液10”. 幡 加え て
37oC､ 2.5 時間加湿した後 ､ 凍結乾燥し ､ ダ ンシ ル ヒ ドラジ ン誘導
体化の ための 試料とする ｡
(2) △DトdiSp → △D トUA2S, △D トdiSモ ヤ △D ト4S:
△D トdiSD あるい は △DトdiSE90%メタ ノ ー ル 溶液2叫に0･ 2Mトリ
ス 塩酸緩衝液(p=8･ 0)10p[ ､ 0･ 3Uコ ン ドロ -6- ス ル フ ァ タ
- ゼ溶液
1叫 を加えて ､ 37
oC､ 2･5 時間加温した後 ､ 擁結乾燥し ､ ダンシル
ヒ ドラジン誘導 体化の た めの試料と する o
(3) △D卜triSー う △D トUA2S;
△D トtriS 90%メタ ノ J L溶液20p[に ､ 0･ 2Mトリス塩酸緩衝液
(p‖8･ 0)1 0pI､ 0･ 3Uコ ン ドロ
ー 6- スル フ ァ タ - ゼ溶液10pl､ 0･ 3Uコ
ン ドロ ー 小 ス ル フ ァ タ - ゼ溶液10”Iを加えて37
oC
､
2･5 時間加温し
た後 ､ 凍結乾燥 し ､ ダンシ ル ヒ ドラジ ン誘導体化の た めの試料 とす
る ｡
コ ン ドロ ー 4- ス ル フ ァ タ ー ゼ(EC 3. 1. 6. 9)及び コ ン ドロ ー 6- ス ル
フ ァ タ.
- ゼ(EC 3.1. 6. 10) は ､ い ずれ も生化学= 某( 樵) 製を使用
した ｡
ま た ､ △Di- diSE の 場合に ､ コ ン ド ロ ー4- ス ル フ ァ タ ー ゼで なく
コ ン ドロ - 6- スル フ ァ タ - ゼを用い たの は ､ コ ン ドロ
ー 4- スル フ ァ
タ ー ゼ がN - ア セ チル ガラク 卜サ ミ ン4,6- ビス - 硫酸を持つ もの に は
作用 しない の に対し ､ コ ン ドロ ー6- スル フ ァ タ - ゼ は ､ 不飽和二糖
･ 4,6 二硫酸の6 位の 硫酸を加水分解 し ､ 不飽和二 糖 ｡ 4 硫酸に は
作用 しない と い う性質 による 屯の で あ る oS4)
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1 ｡ 2 鼠登
馴ヒl- n- ヘ キサ デ シル ピリジ ニ ウム ･(塩化セ チル ピリジ ニ ウム ,
CPC)は関東牝学(秩)製を用いた ｡
透析膜は三光鈍重( 株) 製を使周した ｡
セル 口 -- ス カラムは ､ 内径8mmの ガラス カ ラム常に ､ 高さ35m mと
なるよう に ､ 予め ､ セ)i/ ∩ - ス ( 生叱学工業( 秩) 製､ セル ロ ブ ア
イ ンGC-15- ”)を義憤水に懸濁し ､ 脱気した ,=bの を伺いて充填 した o
家兎は ､ 日本白色嘩 (オス ､ 2.9-4.0 kg) を用い ､ 水道水及び固
形飼料に より1週間以上予備飼脅したの ち ､ 実験に用いた b
血液の 抗凝固剤としてエ チ レンジアミ ン四酔髄ナトリウム
(川TA-2 約) ( 開顛化学 ( 秩) 製)を用い ､ 血鷺拡張剤として和光
純藤=菜( 昧) 製トル エ ン を使用した o
哉自鰐分解酵素と して 馴 ヽたプ ロ ナ - ゼ 紘 ､ 科研製秦 ( 樵) 封ア
クチナ - ゼEを使用 した ｡
血液紘 ､ 家兎珂介静脈か ら注射器を用い て採取し ､ 血聴を分離す
る場合にはEDTA-2Naを入れた試験管に とり ､ 十分に血液とEDTA-2Na
を混和 し ､ 1200xg で遠心分離した の ち ､ 血聴を分離した D
各臓器は ､ 家兎にネ ンブタ - J U@ 注射液(ベントパ ル ビタ
ー )Lナ
トリウム 50mg/mI, ダイ ナポッ ト ( 株) 製)､ 体重1 kgあたり0･ 4
m!を珂介静脈より投与して 麻酔した のち ､ 採取 し ､ 1･ 15% 塩化カ リ
ウム (和光純薬( 秩) 製)水溶液で脱血 した ｡
ア セ トン ､ ジエ チル エ - テル は ､ 和光純薬工業 ( 株) 製､ また ､
水酸化ナトリ ウムは ､ 関東化学( 珠) 製を使用 した o
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造旦盈逆盈置
採血 に は ､ テル モ シリ ン ジ(10m!) 及び注射針として ニ プ ロ デ ィ
ス ポ ー ザブル 注射針FLOMAX 25G汰 1(0.5 x 25mm)を用い ､ 血髄 を
分離する 場合に は ､ 予めEDTA-2Na水溶液で 注射筒及び注射針を洗浄
して か ら使用 した ｡
遠心分離機は ､ KUBOTAオ ー トバ ラ ン ス 遠心機KN イ0型を便柑 し た ｡
力ル バゾ - )LJ硫酸法
ウ ロ ン離の定轟に は カ ル バ ゾ - ル硫 酸法を用い ､ BJ
L
tle rとMuirの
変法23)に従っ て 以下の よう に行っ た o
(l) 試料溶液0.5 mI に ホウ砂硫酸溶液3 mJを加え ､ よく
一
助草した の
ち ､ 7分間沸騰水浴中で 加温する o
(2) その 後水冷し ､ カル バゾ - ル試液0. 1 mIを加え ､ よく准将 し た
の ち ､ 12分間沸騰水申で加温する ｡
(3) 室温で10分間放置 し たの ち吸光度530n mで 測定する ｡
カ ルバ ゾ - )L,及び硫酸は ､ 関東化学 ( 樵) 製､ ホ ウ砂(凶ホ ウ酸
ナ トリ ウム) は ､ 和光純秦= 業( 秩) 製を用い た o カル バゾ - ル試
液は ､ カ ル バゾ - ル12. 5 ng をエ タ ノ ー ル10ml に溶解 して調製し
ホ ウ砂硫髄溶蔽 は ､ ホ ウ砂0. 95gを濃硫酸100mI に溶解して 調製し
T= o
また ､ 検量線の標準品 に は ､ グル ク ロ ノ ラク トン ( 半井化学薬品
( 秩) 製) を使用 した ｡
比色計は 日立 分光光度計100-50型 を使用 した ｡
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第2串 生体試料へ の 応用
2 ･ 1 虹 選
本案験で伺い たセル 口 - ス アセテ - 卜膜電気泳動法抜 ､ Se noと
Meye r の方法l叫こ従 っ て行っ た o
セル 口 - ス ア セテ - 卜膜抜 ､ 常光産業( 株) 製SEPARAX(6 x 12
c m) を伺い た o
電気泳動狂置として ､ 常光度某( 紘) 製オ - 卜マ チック定電祝電
圧装置PAV-200型 ､ 泳動槽に は ､ アセテ - 卜膜 ･ 寒天ゲノレ電気泳動
用の 屯のを使用 した o
泳動液は ､ 1 M 酢酸 - ビリジン緩衝液(pH 3.5)を使用し ､ 酢酸
60mI に蒸溜水960mJを加え ､ ビリ ジンを数滴滴下してP=メ - タ ー
(110R 柑A( 株) 魁)によりpH 3. 5 に調整 した ｡
簸色は0.5 %ア)LJシ ア ンブル - ( 和光鈍重( 秩) 製アル シ ア ンブ
ル - 8GX ) - 3 %酢顧溶液を用い た o
2 ･ 2 生世塵選良去旦変塾塵圭盈 鍵 鹿
家兎血掛ま抗凝固剤として ､ クエ ン醸三ナトリウム(二水和物
')
( 関東化学( 樵) 製)5 mg/mI を使用して採血 したの ち分離した .
ま た , 防か び剤と して アジ化ナ トリ ウム ( 和光鈍重工業( 秩) 製)
及び塩酸ベ ン ズア ミ ジン ( 東京化成工業( 株) 製)を使用 し ､ 塩酸
ベ ンズア ミジ ン は ､ ゲル三戸適用溶離液中0. 005 Mを含むよう に加えた｡
ゲル諦 過は ､ 内径2. 2c m のガラス カラム常に ､ 予め , 溶離液中で
5時間煮排 したSephade xG-200( フ ァ ル マ シ ア ( 社)製 , Uppsha,
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sw eden) 樹脂を ､ 脱気し ､ 懸濁 した もの を高さ80c m となる よう に
充填して行っ た o
溶離液に は ､ 0. 15M塩化ナ トリウム を含む0. 1Mトリス塩酸緩衝液
(pr17. 4) を用 い ､ 防かび剤を加え て使用 した o
装置 と して は ､ GILSONMinipuZs 2 ポ ンプ及びToyo( 秩) 製
sト160型フラクシ ョ ンコ レクタ ー を使周し た ｡
ゲル ー;戸過さ れ た血敢画分申のChS 由来不飽和二胎の分析は以下 の
よう に行っ た ｡
分取 した各両分 (Ⅰ , Ⅰ , Ⅲ) に画分9 mJ当り10mg の プr]ナ - - -
ゼを加えて45
oC で 一 晩タ ンパク分解し ､ これ に最終淑度10%となる
よう に50% トリク n □酢酸溶液を加えて 4
oC に1時間放置 した の ち
2300xg で15分間遠心分離する ｡ この 上清を透析 し ､ 非透析画分を
減圧乾固 して0.015% CPC- 0. 03 ”NaCi水溶液(37C)1 ml に溶
解する o こ れ を十分に溜辞し ､ OoC で 一 晩放置 した の ち2300xg で
1 5分間遠心分離する o こ の沈澱物をNaCJ飽和エ タ ノ
ー ル 溶液で 2
度洗浄し ､ 更 に凍結乾燥した の ち水100p=こ溶解する o こ のう ち
20yl を用い て コ ンドロ イ チナ
ー ゼABC により酵素分解し ､ 蛍光読
導体化した の ちHPLC装置に注入する ｡
2 ･ 4 昼餐
四塩化炭素(CClヰ)は ､ 関東化学 ( 秩) 製を用い ､ 食用油 は ､ 愈用
調合油( 食用な たね 油と食用 とうもろ こ し油の 混合品 , 西友 ( 秩)
製) を用 い た ｡
家兎 へ の軽口 投与に は ､ 家兎用ス トマ ッ ク チ ュ ー ブ (9号) を健
一62-
用した ｡
更に ､ 肝障害の指標と して ､ 和光耗薬工業( 昧)製血清トランス
ア蚤ナ - ゼ測定用エ ス ｡ テ ィ - - エ - テ ス トワ コ - キ ッ ト(Reitman
Fra nkel 法に基づ く) を 剛 ヽて血磯申GO†,GPTを測定した .
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